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RESUMO

A maturacdo é uma etapa importante na producdo de queijos, visto que as
transformacdes bioquimicas que ocorrem neste periodo sdo responsaveis pela
caracterizacdo do produto final e influenciam sua qualidade e inocuidade. O objetivo
deste trabalho foi produzir os queijos Mussarela, Gorgonzola, Prato e Parmesao e
caracteriza-los durante seu periodo de maturacdo quanto aos perfis bioquimico
(aminoacidos e aminas bioativas livres), fisico-quimico, de textura e aspectos
microbiolégicos. Os parametros de desempenho do método para avaliacdo simultanea
de 10 aminas bioativas, 19 aminoacidos e ion aménio por UHPLC-UV mostraram que o
meétodo é adequado para determinacdo dessas substancias nas variedades de queijos
estudadas. Os queijos estavam de acordo com as legislacdes especificas de gordura no
extrato seco (GES) e umidade para cada variedade. indices de extens&o e profundidade
da protedlise aumentaram em todos 0s queijos e nos ultimos tempos de analise foram,
respectivamente, 30,7% e 24,4% aos 49 dias do Gorgonzola; 13,4% e 7,1% aos 85 dias
da Mussarela; 13,2% e 6,7% aos 42 dias do Prato, e 21,6% e 13,5% aos 181 dias do
Parmesado. Os queijos que apresentaram maiores teores globais de aminoacidos livres
foram o Parmesao (737 mg/100 g) e o Gorgonzola (496 mg/100 g), ao final da maturagéo.
Os aminoacidos mais encontrados em todos os queijos foram lisina, leucina, fenilalanina
e acido glutamico, enquanto glicina e cistina foram os menos prevalentes. Tiramina foi a
amina presente em todos as variedades e em maior quantidade. As poliaminas
espermina e espermidina ndo foram encontradas em nenhum queijo e a serotonina
estava presente no Gorgonzola e no Parmesdo. Os parametros de textura que
apresentaram variagdo durante a maturacdo foram a coesividade no Gorgonzola,
gomosidade e mastigabilidade na Mussarela, elasticidade e adesividade no Prato e
adesividade no Parmesdo. Com excecao da Mussarela, foi observado decréscimo na
contagem de mesoéfilos aerdbios vidveis durante a maturacdo de todos os queijos. A
contagem de bactérias laticas s6 ndo se manteve constante no queijo Parmesao, em que
apresentou diminuicdo ao longo do tempo. A abordagem utilizada na caracterizacdo dos
queijos se mostrou eficiente e a analise multivariada sintetizou as influéncias que
diferenciam cada variedade. Os dados gerados neste trabalho aumentam o
conhecimento sobre os fatores que influenciam as caracteristicas intrinsecas e a
qualidade de queijos produzidos no Brasil, podendo servir de instrumento para
classificacéo e tomadas de decisdes acerca de melhorias tanto em processos produtivos
como possivelmente na legislacédo pertinente, em relacao a caracterizacdo, qualidade e
padronizacao dos produtos, e também sob o ponto de vista de saude publica.

Palavras-chave: Maturacéo. Protedlise. Acido glutamico. Tiramina. Bactérias laticas.
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ABSTRACT

Ripening is an important step in the production of cheeses, since the biochemical
transformations that occur in this period are responsible for the characterization of the
final product and affects its quality and safety. The objective of this work was to produce
Mozzarella, Gorgonzola, Prato and Parmesan cheeses and characterize them during
ripening concerning biochemical profiles (free amino acids and bioactive amines),
physical-chemical, texture and microbiological aspects. The performance parameters of
the method for simultaneous evaluation of 10 bioactive amines, 19 amino acids and the
ammonium ion by UHPLC-UV showed that the method is suitable for the determination
of these substances in the studied varieties of cheese. The cheeses were in accordance
with the specific legislation of fat in dry matter (FDM) and humidity for each variety.
Extension and depth of proteolysis indexes increased in all cheeses and in the last
analysis time were, respectively, 30.7% and 24.4% at 49 days of Gorgonzola; 13.4% and
7.1% at 85 days of Mussarela; 13.2% and 6.7% at 42 days of the Prato, and 21.6% and
13.5% at 181 days of Parmesan. Parmesan cheese (737 mg/100 g) and Gorgonzola (496
mg/100 g) were the cheeses with the highest overall free amino acid content, at the end
of ripening time assessed. The most common amino acids found in all cheeses were
lysine, leucine, phenylalanine and glutamic acid, whereas glycine and cystine were the
least prevalent. Tyramine was the amine present in all varieties and in greater quantity.
The polyamines spermine and spermidine were not found in any cheese and serotonin
was present in Gorgonzola and Parmesan. The texture parameters that showed variation
during ripening were cohesiveness in Gorgonzola, gumminess and chewiness in
Mozzarella, elasticity and adhesiveness in Prato and adhesiveness in Parmesan. Except
for Mozzarella, a decrease in viable mesophilic aerobic count during ripening of all
cheeses was observed. The lactic acid bacteria count changed only in Parmesan cheese,
showing a decrease over time. The approach used for cheese characterization was
efficient and the multivariate analysis synthesized the influences that distinguish each
variety. The data generated in this work increase the knowledge on the factors that affect
the intrinsic characteristics and the quality of some cheeses produced in Brazil. It can be
used as an instrument for classification and decision making about improvements in
productive processes and possibly in the pertinent legislation, regarding characterization,
quality and standardization of products, and also from the point of view of public health.

Key words: Ripening. Proteolysis. Glutamic acid. Tyramine. Lactic acid bacteria.
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INTRODUCAO

O queijo € um alimento lacteo fermentado, produzido de formas variadas em todo o
mundo, tendo sua origem considerada na regido sudeste da Turquia até a costa do
Mediterraneo, entre os rios Tigres e Eufrates, hd 8.000 anos (FOX & McSWEENEY,
2004). No Brasil, a histéria da fabricacdo de queijos é relativamente recente, sendo que
apenas no inicio do século XX houve consolida¢do da producédo industrial, a comecar
em Minas Gerais com a atuagao de imigrantes dinamarqueses no sul do Estado e de
holandeses nas regides de Barbacena e Santos Dumont (FURTADO, 1991). O queijo foi
primeiramente formulado com o objetivo de conservar os principais constituintes do leite
e atualmente é consumido pelo seu elevado valor nutricional e sabor caracteristico (FOX
& MCSWEENEY, 2004).

Segundo dados fornecidos pela FAO/ONU - Organizagao das Nag¢fes Unidas para
Alimentacéo e Agricultura - a producdo mundial de queijos cresceu mais que 20% em 10
anos, chegando a 18,7 milhées de toneladas produzidas em 2014. O Brasil é o oitavo
maior produtor de queijos do mundo, sendo os maiores produtores os Estados Unidos,
Franca, Alemanha, Italia e Holanda (FAO, 2017).

Além da sua reconhecida importancia mercadoldgica, o queijo € um alimento com
aspectos nutricionais importantes, contribuindo para aumentar a eficiéncia do
metabolismo, uma vez que possui substancias que séo rapida e facilmente absorvidas
pelo organismo. A presenca de aminoacidos, vitaminas A, E e do complexo B, minerais
(em particular o célcio e 0 magnésio) e proteinas fazem do queijo um alimento Unico
(KABELOVA et al., 2009). O célcio proveniente dos alimentos contribui para a satde dos
0Sso0s e dentes, atividade neural, contragdo muscular, coagulacdo do sangue, regulacao
da presséo arterial e da adiposidade. A absorcao do calcio presente nos queijos é mais
elevada quando comparada a outros alimentos com altos teores de calcio, como brécolis
e espinafre (SILVA, 2012).

Queijos de massa coagulada pela acdo enzimatica sdo maturados por periodos que
variam de duas semanas a dois ou mais anos (McCSWEENEY, 2011). O processo de
maturagdo € muito complexo e envolve mudancas bioquimicas e microbiolégicas no
queijo que resultam no sabor e textura caracteristicos de cada variedade. As mudancas
bioguimicas que ocorrem durante a maturacdo podem ser agrupadas em eventos
primarios (que incluem o metabolismo de lactose residual, lactato e citrato, lipdlise e
protedlise) e secundarios, estes importantes para o desenvolvimento de diversos

compostos volateis de sabor devido ao metabolismo de acidos graxos e aminoacidos
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(McSWEENEY, 2011). Neste processo também pode ocorrer a formacdo de aminas
bioativas nos queijos como resultado da descarboxilacdo enzimatica de aminoacidos
livres (SHALABY, 1996; VALE & GLORIA, 1998).

A guantidade e perfil de aminoacidos livres em queijos sdo dependentes de muitos
fatores, que compreendem a quantidade de proteina na matéria prima utilizada, a
atividade proteolitica das enzimas usadas nos procedimentos de manufatura e o0s
microrganismos envolvidos no processo. O desprendimento de aminoacidos durante o
processo de maturagdo tem papel vital no desenvolvimento da textura e do sabor dos
queijos. A protedlise contribui para mudancas de textura na matriz protéica dos queijos,
decréscimo da atividade de agua e aumento de pH, o que facilita a liberacdo de
compostos de sabor durante a mastigacdo. Isso contribui diretamente para o flavor e
para o off-flavor de queijos pela formacédo de peptideos e amino&cidos livres, além de
liberar substratos (aminoacidos) para mudancas catabdlicas secundarias como
transaminacéo e descarboxilacdo (YVON & RIINEN, 2001; KABELOVA et al., 2009;
BORSTING et al., 2012). O perfil e os teores de aminoécidos livres também sé&o
importantes na avaliacdo nutricional de alimentos e podem indicar possiveis
adulteracdes e as transformacdes que ocorrem durante o processamento e a estocagem
(KABELOVA et al., 2009).

Aminas bioativas em baixas concentracdes exercem papel importante ao homem,
entretanto, em concentracdes elevadas, passam a causar efeitos adversos a saude.
Ainda, algumas aminas sdo importantes sob o ponto de vista sanitario, uma vez que
poderdo se acumular no queijo quando as condi¢cdes higiénico-sanitarias forem
inadequadas (SHALABY, 1996; GLORIA, 2006; EFSA, 2011). Os queijos sd0 um
ambiente ideal para formacdo dessas aminas devido a presenca de aminoacidos livres,
bactérias capazes de promover a descarboxilagdo destes e outros fatores como pH,
concentracdo salina, atividade de 4gua, temperatura e tempo de estocagem/maturacao,
densidade bacteriana e a presenca do cofator piridoxal fosfato (VALE & GLORIA, 1998).
Portanto torna-se fundamental estudar cada vez mais a presenca dessas substancias
em queijos comercializados no Brasil.

A fabricacdo de queijos € uma arte constantemente aprimorada pela ciéncia dos
alimentos, resultado da investigacéo béasica e aplicada e da necessidade cada vez maior
de compreender e controlar as caracteristicas do leite, dos microrganismos utilizados no
fabrico e maturacao, das tecnologias, das propriedades fisicas e do sabor do queijo. A
necessidade de uma maior compreensao das caracteristicas do queijo também tem sido

impulsionada pelo uso crescente desse produto como ingrediente em outros alimentos
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exigindo controle especifico de propriedades selecionadas para conferir os atributos
desejados ao alimento e para reter caracteristicas do queijo durante varias tecnologias
de processamento de alimentos, bem como minimizacdo de custos (FOX &
McSWEENEY, 2004).

Estudos no sentido de determinar o perfil de aminoacidos e aminas em queijos como
forma de contextualizac&o da qualidade e caracterizacdo de queijos tem sido realizados
em todo o mundo: Espanha (BARCINA et al., 1995; GOROSTIZA et al., 2004; DIANA et
al., 2014; POVEDA et al., 2016), Itadlia (MARTELLI et al., 1993; GOBBETTI et al., 1997,
SCHIRONE et al., 2013; CENTI et al., 2017), Austria (FIECHTER et al., 2013), Coréia do
Sul (JIA et al., 2011), Republica Tcheca (KABELOVA et al., 2009; STANDAROVA et al.,
2009), Egito (KEBARY et al., 1999), Hungria (KOROS et al., 2008), e Portugal (PINHO
et al., 2001), o que demonstra a importancia dessa abordagem. Entretanto, ndo foi
encontrado, na literatura pesquisada, este tipo de estudo no Brasil.

Assim sendo, este trabalho pretende contribuir para o conhecimento sobre os fatores
gue influenciam as caracteristicas intrinsecas e a qualidade de queijos produzidos no
Brasil, servindo de instrumento para classificacdo e tomadas de decisbes acerca de
melhorias tanto em processos produtivos como possivelmente na legislacao pertinente,
pois ndo ha uma normalizacédo detalhada relacionada a qualidade de queijos durante a
maturacdo. Existe uma demanda por estas informacfes, o que demonstra escassez
destes dados na literatura. Desta forma este estudo se torna importante sob o ponto de
vista de caracterizacdo, qualidade e padronizacao dos produtos, e também sob o ponto

de vista de saude publica.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi produzir os queijos convencionais e especiais mais
consumidos no Brasil, a saber: Mussarela, Gorgonzola, Prato e Parmesao, e caracteriza-
los durante o periodo de estocagem/maturacdo quanto aos perfis bioquimico, fisico-
quimico, de textura e aspectos microbioldgicos. Além disso, objetivou-se realizar a
avaliacdo de desempenho de método para avaliagdo concomitante de 10 aminas
bioativas, 19 aminoacidos e amdnia por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia e
deteccao por ultra-violeta (UHPLC-UV).

Objetivos especificos

Os obijetivos especificos foram:
(i) determinar em método cromatografico de analise simultinea de aminas e
aminoacidos 0s seguintes parametros de desempenho para cada analito: linearidade,
faixa de trabalho, sensibilidade, efeitos de matriz e seletividade, veracidade, preciséo,
limites de deteccao e quantificacéo, e recuperacao;
(i) fabricar, em trés repeticdes, os queijos Mussarela, Gorgonzola, Prato e Parmesao;
(iii) quantificar os teores de umidade e de gordura no extrato seco dos queijos para a
classificacdo conforme a Portaria n°® 146 de 1996 do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA);
(iv) realizar as seguintes determinacdes em seis tempos de estocagem/maturacao:
- perfil de aminas bioativas: histamina (HIM), agmatina (AGM), serotonina (SRT), tiramina
(TIM), putrescina (PUT), cadaverina (CAD), espermidina (EPD), 2-feniletilamina (FEM),
triptamina (TRM), espermina (EPM);
- perfil de aminoacidos livres: acido aspartico (Asp), serina (Ser), asparagina (Asn),
glicina (Gly), acido glutamico (Glu), glutamina (GIn), histidina (His), treonina (Thr),
arginina (Arg), alanina (Ala), prolina (Pro), cistina (Cys), tirosina (Tyr), valina (Val),
metionina (Met), lisina (Lys), isoleucina (lle), leucina (Leu), fenilalanina (Phe) e ion
amonio (NH4*);
- perfil de textura (dureza, adesividade, elasticidade, mastigabilidade, gomosidade,
coesividade);

- pH e proteina total
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- indices de protedlise - extenséo e profundidade (relacdo entre os nitrogénios sollveis
em pH 4,6 e em acido tricloroacético 12% em relacdo ao nitrogénio total,
respectivamente);

- contagem de bactérias lacteas e contagem de mesofilos aerdbios viaveis nos queijos
fabricados em seis tempos de estocagem/maturacéo;

(v) correlacionar estatisticamente todos os dados encontrados para estudo de interacéao
de fatores nas caracteristicas dos queijos por PCA — Principal Component Analysis, HCA

— Hierarchical Cluster Analysis e outros métodos estatisticos adequados.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Mercado de queijos

O mercado mundial de queijos vem crescendo nos ultimos anos, sendo que entre
2005 e 2014 houve um crescimento de 23,8% na producdo de queijos de leite integral
de vaca no mundo, saltando de 15,1 milhdes de toneladas em 2005 para 18,7 milhdes
de toneladas em 2014 (Figura 1). Os maiores produtores sédo os Estados Unidos, Franca,
Alemanha, ltalia e Holanda. O Brasil figura em oitavo lugar na producdo mundial de
queijos (FAO, 2017).
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Figura 1. Producdo mundial de queijo (de leite de vaca) de 2005 a 2014.
Fonte: FAO (2017).

Os maiores exportadores de queijos no mundo sao a Alemanha, Holanda, Franca,
Nova Zelandia e Italia e os maiores importadores sao Alemanha, Italia, Gra-Bretanha,
Russia e Holanda (VLAHOVIC et al., 2014). O Brasil € considerado um pais importador
de queijos; em 2015 foram importadas mais de 20 mil toneladas de queijos,
principalmente da Argentina e do Paraguai, enquanto apenas 2,5 mil toneladas foram
exportadas, sobretudo para o Chile e Paraguai. As principais variedades de queijo
importados sdo a Mussarela, o queijo fundido e queijos de pasta semidura (ZOCCAL,
2016).

No Brasil, segundo Carvalho et al. (2015), o mercado de queijos possui “potencial de
crescimento em faturamento e em volume associado a uma ainda incipiente

diferenciacdo de produtos na ponta consumidora (0 que indica um bom potencial de

24



diferenciacao de preg¢os)”. Dados da empresa de pesquisa Mintel publicados pelo portal
MilkPoint Inddstria indicam que no periodo de 2006 a 2013 o mercado brasileiro de
queijos cresceu em volume 9,4% ao ano (Figura 2) e em faturamento um total de 7,7%
ao ano, com previsdo de aumento de producdo, em média, de 11,4% ao ano entre 2014
e 2017, devendo atingir R$ 20 bilhdes em vendas em 2017 (CARVALHO et al., 2015).
Em 2015, o crescimento da producéo de queijos no Brasil foi de apenas 2,9% em relacéo
a 2014, bem menor que as taxas anteriores de 8% e 9% para 2014 e 2013,
respectivamente, em relagdo aos anos anteriores. Isto pode ser explicado pela baixa do
consumo deste produto devido a crise econdmica e a escassez de matéria-prima para a
producdo (ROCHA, 2016). Apesar do crescimento menor, a producdo de queijos no
Brasil em 2015 foi expressiva: dos aproximadamente 34 bilhdes de litros produzidos no
Pais, 24 bilhdes de litros foram captados por industrias e 11 bilhdes de litros (46%) foram
transformados em queijos (ZOCCAL, 2016).
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Figura 2. Producéo brasileira de queijos de 2006 a 2013.
Fonte: Carvalho et al. (2015).

Os queijos Mussarela e Prato perfizeram juntos 47% do mercado de queijos no Brasil
em 2014 e 2015, e os queijos especiais, 6% (Desk Research da Associacao Brasileira
das Industrias de Queijo — ABIQ em empresas com SIF). A Mussarela representou
sozinha cerca de 30% da producédo de queijos em 2015, com potencial de crescimento
para os proximos anos (ROCHA, 2016). No periodo compreendido entre 2006 e 2012, a
guantidade consumida de variedades de queijo como o Parmeséao, o Gorgonzola, o Brie
e 0 Camembert passou de 72,9 mil para 122 mil toneladas, se somados o0 consumo de

nacionais e importados, 0 que representa um crescimento de 67,35% no periodo
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(FRANCO, 2013). Nas Figuras 3 e 4 estao ilustradas as producdes nacionais dos queijos
Mussarela, Prato, Gorgonzola e Parmesao entre os anos de 1998 e 2015, segundo
dados da ABIQ.
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Figura 3. Producédo nacional de queijos Mussarela e Prato de 1998 a 2015.
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Fonte: Desk Research Associacéo Brasileira das Industrias de Queijo — ABIQ em empresas com SIF.
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Figura 4. Producéo nacional de queijos Parmesao (ralado, forma e fragéo) e Gorgonzola
de 1998 a 2015.

Fonte: Desk Research Associacéo Brasileira das Industrias de Queijo — ABIQ em empresas com SIF.

O consumo per capita de leite e de produtos de origem animal é determinado por
fatores econdmicos (como nivel de renda e precos relativos), demograficos (como
urbanizacdo), além de fatores culturais e sociais. Em geral, estes tipos de produtos
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possuem alta elasticidade em relagéo a renda, especialmente em niveis de baixa renda
(GEROSA & SKOET, 2013). Segundo Oliveira et al. (2006), a elasticidade-renda de
produtos lacteos é maior que a média dos alimentos, o que impacta positivamente no
aumento do consumo de queijos com o0 aumento do poder aquisitivo da populacéo. Entre
2005 e 2009, 31,5 milhdes de pessoas migraram das classes D/E para a classe C devido
a uma melhor distribuicdo da renda, novos empregos, entre outros, o que impactou de
forma significativa no poder de compra da populacdo (PINHA et al., 2010). O consumo
per capita de queijos no Brasil em 2013 foi menor que 5,0 kg e em 2015 foi de 5,4 kg por
ano, maior que o consumo no México, porém metade do consumo nos Estados Unidos
(Figura 5). A expectativa baseada em previsbes de mercado é que aumente para 8 kg
per capita em 2017 (CARVALHO et al., 2015; ROCHA, 2016). Apesar da projecéo
otimista, o0 consumo per capita brasileiro ainda tem muito espaco para crescer, se
comparado aos principais paises consumidores de queijo no mundo: Estados Unidos,
Franca, Italia, Alemanha, com mais de 15 kg/habitante/ano (FIL, 2013) e a Grécia, maior
consumidor, com mais de 25 kg/habitante/ano (FILHO & POMBO, 2010).
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Figura 5. Consumo mundial de queijos em 2013, em kg/habitante/ano.

Fonte: FIL — Federacao Internacional de Laticinios (2017).

2. Defini¢des e classificagbes

Conforme a Portaria n° 146 de 1996 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), queijo é definido como “o produto fresco ou maturado que se

obtém por separacéo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
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totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho, de
enzimas especificas, de bactéria especifica, de acidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacao de
substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente
indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes” (BRASIL, 1996). Queijo € um
nome geneérico para um grupo de produtos lacteos fermentados produzidos de formas
diferentes em todo o mundo, com diferentes texturas e aromas, compreendendo mais de
mil variedades (FOX, 2011).

Os critérios de classificacdo de queijos podem ser: tipo de agente coagulante (coalho
ou acido); textura/umidade (muito duro, duro, semi-duro, semi-macio, macio); fresco ou
maturado; tipo de microbiota (bactérias e/ou fungos filamentosos que atuam
internamente ou na superficie de queijos, bactérias propibnicas, etc), espécie de origem
do leite, etc (FOX et al., 2017). Uma classificacdo que envolve varias caracteristicas dos
gueijos esta representada na Figura 6.

Uma das formas de categorizar os queijos mercadologicamente é inseri-los em uma
das seguintes categorias: queijos comuns ou convencionais (produzidos em larga escala
industrialmente e apresentam certa padronizacdo em relacdo as caracteristicas
sensoriais), queijos finos ou especiais (produzidos normalmente em escala menor com
diferenciacdo de preco e atributos que visam assemelhar com queijos europeus mais
consumidos) e queijos artesanais (ligados a tradicdo e cultura regionais, apresentam
atributos sensoriais especificos e caracteristicos, produzidos em baixa escala
normalmente por méo de obra familiar em propriedades rurais) (CHALITA, 2012).

A classificacdo comercial utilizada pela ABIQ para estimativa da producao nacional
em estabelecimentos com SIF separa 0s queijos em trés grandes grupos: grandes
commodities (Mussarela, Prato e requeijao culinario), commodities intermediarias
(queijos fundidos, processados, frescos, Minas padrédo, coalho e parmesao ralado) e
especiais (queijos com mofos brancos e azuis, amarelos especiais, suicos, duros, semi-
duros e de massa filada). Para fins de calculos de importacdo e exportacdo, o
ALICEWEB (Sistema de Analise das Informagdes de Comeércio Exterior do Ministério da
Industria, Comércio Exterior e Servi¢cos) também classifica os queijos como a ABIQ,
porém com diferencas nas variedades de queijos que pertencem a cada classe, sendo:
grandes commodities (Mussarela, massa semidura e massa macia), commodities
intermediarias (queijos fundidos, frescos, ralados e de massa dura) e especiais (queijos
mofados e demais queijos) (ZOCCAL, 2016).
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Figura 6. Classificacdo dos queijos em grupos de acordo com o tipo de coagulacéo,

Ex. Edam, Gouda

principais agentes coagulantes e tipo de tecnologia.

Fonte: adaptado de FOX et al. (2017).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) dos Queijos (BRASIL,

1996) classifica os queijos produzidos no Brasil quanto ao seu teor percentual de

umidade e gordura no extrato seco (GES) conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo geral de queijos em fung¢ao do percentual de gordura no extrato
seco e de umidade, conforme Portaria n°® 146 /1996 do MAPA

% Gordura no extrato seco

Classificacéo

minimo 60,0%
45,0 — 59,9%
25,0 — 44,9%
10,0 — 24,9%
maximo 10,0%

Queijo extra gordo ou duplo creme
Queijo gordo
Queijo semigordo
Queijo magro
Queijo desnatado

% Umidade

Classificacéo

maximo 35,9%
36,0-45,9%
46,0-54,9%

minimo 55,0%

Queijo de baixa umidade
Queijo de média umidade
Queijo de alta umidade
Queijo de muita alta umidade

Fonte: BRASIL (1996).
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3. Producdo de queijos de coagulagdo enziméatica

A producédo de queijos € essencialmente um processo de desidratacdo, no qual a
gordura e a caseina (fracao proteica) do leite sdo concentradas entre seis e doze vezes,
conforme a variedade. O leite pode ser pasteurizado ou néo, e isto depende da variedade
do queijo e da legislacao local (FOX & McSWEENEY, 2004). A transformacéo do leite
em massa coagulada para producéo de queijo passa tradicionalmente por cinco etapas:
coagulacao, acidificacdo, sinérese (saida de soro), enformagem e salga (PAULA et al.,
2009).

A coagulacao do leite pode ser realizada por acédo de enzimas ou acidos organicos.
A coagulacédo acida é obtida por abaixamento do pH do leite até 4,6 por fermentacdo da
lactose a acido latico por uma cultura starter ou por meio de adi¢do direta de acidos
organicos (FOX et al., 2015). O abaixamento do pH a valores proximos do ponto isoidnico
e consequente reducdo do potencial zeta das micelas de caseina permite que o
impedimento eletrostatico entre estas enfraqueca, facilitando a agregacao (SILVA,
2012). A coagulacéo enzimatica do leite envolve modificac@o das micelas de caseina por
protedlise limitada conduzida por proteases presentes no coalho, seguida de agregacéo
induzida pelo célcio das micelas modificadas (FOX et al., 2015).

O coalho normalmente utilizado na fabricacdo de queijos é obtido do quarto estbmago
do bovino adulto ou de bezerros e € composto principalmente de duas proteinases, a
quimosina e a pepsina. A quimosina (EC.3.4.23.4) é uma enzima de interesse para a
industria queijeira, dada a sua especificidade pela ligacdo entre os aminoacidos 105-106
da k-caseina. A pepsina € uma enzima menos especifica, mais proteolitica, que esta
muito relacionada ao gosto amargo em queijos (PAULA et al., 2009). A quimosina, pela
sua acdo proteolitica, ocasiona também a perda de glicopeptideos hidréfilos, com cargas
negativas e diminui os impedimentos estérico e eletrostatico a formacéo de agregados
micelares (SILVA, 2012). Na Figura 7 tem-se, passo a passo, as principais etapas de

producao de queijos coagulados enzimaticamente.
4. Protedlise em queijos durante a maturacao
A maturacdo ou a cura de queijos depende da composicdo da massa, particularmente

do conteludo de agua, da microbiota e de condi¢cdes externas, como temperatura e

umidade nas salas de maturacdo (BELITZ et al., 2009).
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Figura 7. Etapas basicas de producao de queijo coagulado enzimaticamente.
Fonte: adaptado de PAULA et al. (2009).

Durante a maturacdo dos queijos ocorrem mudancas bioguimicas e microbiolégicas
gue resultam no desenvolvimento de sabor, aroma e textura caracteristicos de cada
variedade (McSWEENEY, 2011). As mudancas bioquimicas na maturacdo podem ser
divididas em dois grandes grupos de eventos: mudancas primarias e secundarias. Nas
mudancas primarias as caseinas sao convertidas em peptideos e aminoacidos; 0s
triacilglicerdis séo hidrolisados a acidos graxos; e o &cido latico e os outros produtos de
fermentacdo sdo formados pela degradacdo da lactose. Nas mudancas secundarias,

ocorre a conversao dos produtos finais que resultaram das mudangas primarias:
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aminoacidos sdo transformados em aminas, acidos organicos, compostos sulfurados e
dioxido de carbono; cetonas, lactonas, aldeidos e alcoois secundarios resultam da
degradacéo de acidos graxos; acido latico € convertido em acidos organicos e diéxido
de carbono. Diversas interagdes entre as diferentes rotas metabdlicas podem ocorrer
(EL SODA, 1995).

A proteolise € o evento bioquimico mais complexo que ocorre durante a maturacao
de queijos e é fortemente influenciada pelo contetdo de agua e sal do queijo. A hidrdlise
de proteinas em aminoacidos ocorre com a formacgédo de peptideos como produtos
intermediarios e a extensdo e padrdo da protedlise (concentracdes relativas de peptideos
e aminoacidos) variam consideravelmente entre as variedades de queijos devido a
diferencas nas tecnologias de producdo e de maturacdo (McSWEENEY, 2004).
Amino4cidos sdo precursores de compostos responsaveis pelo aroma em queijos
(YVON & RIINEN, 2001).

A protedlise também afeta a textura do queijo (BELITZ et al., 2009). A protedlise faz
com que a textura do queijo figue mais macia devido a hidrdélise da matriz caseinica e
também pelo decréscimo da atividade de agua devido as mudancas nas ligagbes com a
agua, provocadas pelos novos grupos carboxilicos e aminicos gerados na hidrélise
(SOUSA et al., 2001).

Foi demonstrado que a solubilidade proteica difere ao longo da maturacao, indicando
que os produtos da protedlise primaria aumentam nos primeiros meses de maturacéo e
tem potencial para serem degradados nos ultimos meses (IVENS et al., 2017). Embora
seja possivel que a protedlise que ocorre em queijos durante a producdo e maturacao
diminua a solubilidade das proteinas, a estrutura nativa das caseinas € altamente linear
sugerindo que a protedlise pode ndo diminuir dramaticamente sua solubilidade. Estudos
indicam que residuos solUveis e detectaveis variam com o processo de maturacdo do
queijo (IVENS et al., 2017).

Outro grupo de substancias formadas nos queijos durante a maturagdo séo as aminas
bioativas (VALE & GLORIA, 1998). Estas sd0 compostos nitrogenados basicos formados
principalmente pela descarboxilagdo de aminoacidos ou pela aminagéo de aldeidos e
cetonas; sdo bases organicas com baixa massa molecular (GLORIA, 2006). Esses
compostos podem ser produzidos durante a estocagem ou processamento de produtos
por bactérias dos géneros Bacillus, Clostridium, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus,
Lactobacillus (como Lactobacillus buchneri e Lactobacillus delbrueckii). As aminas

bioativas de varios alimentos tém sido amplamente estudadas devido a suas
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propriedades funcionais, entretanto, em concentracdes elevadas, podem apresentar
efeitos adversos a salde humana (EFSA, 2011).

A protedlise de um queijo pode ser medida em termos de extenséo e profundidade
(CHAVES et al., 1999; TEICHMANN et al., 2003; ARENAS et al., 2014; UBALDO et al.,
2015; BARBOSA et al., 2016). A extensao da protedlise esta relacionada com a hidrdlise
do paracaseinato de calcio ao longo do tempo, principalmente devido a acdo de
guimosina residual, cuja atividade € influenciada pelo pH e, consequentemente, pela
acidez. Este parametro é calculado pela razdo entre o percentual de nitrogénio soluvel
em pH 4,6 e o nitrogénio total, sendo composto principalmente por peptideos de massa
molecular média e baixa, proteose-peptonas e aminoacidos (WOLFSCHOON POMBO
& LIMA, 1989; BANSAL et al., 2010).

A profundidade da protedlise € dada pelo quociente entre o percentual de nitrogénio
soluvel em acido tricloroacético - TCA a 12% (m/v) e o teor de nitrogénio total do queijo.
Este parametro demonstra o quanto do nitrogénio total esta presente principalmente na
forma de peptideos de baixa massa molecular e aminoacidos livres. Essa protedlise &
realizada principalmente por bactérias do fermento e contaminantes, e interfere de forma
importante no sabor do queijo ao final de sua maturacdo (WOLFSCHOON POMBO &
LIMA, 1989; BANSAL et al., 2010). Nao é possivel predizer o limiar de precipitacédo
induzido por TCA, seja em relacdo ao numero de residuos ou a massa molecular de
peptideos, uma vez que isso depende das caracteristicas dessas moléculas,
principalmente o grau de fosforilacdo. O tamanho dos peptideos solaveis em TCA 12%
varia em média entre 2 a 20 residuos de aminoacidos (ADDEO et al., 1994).

Durante a maturacdo, a protedlise € catalisada por enzimas do coagulante
(quimosina, pepsina, proteases microbianas ou de plantas); proteases presentes no leite
(plasmina e possivelmente catepsina D e outras enzimas de células somaticas); enzimas
das bactérias starter, non-starter ou de culturas secundarias utilizadas na fabricacdo de
qgueijos (Penicillum camemberti, P. roqueforti, Propionibacterium sp., Brevibacterium
linens entre outras); proteases exdgenas ou peptidases ou ambas, adicionadas para
acelerar a maturacédo (SOUSA et al., 2001). Na Figura 8 tem-se a evolucéo da protedlise
Nno queijo e o0s principais agentes proteoliticos envolvidos em cada etapa do processo.
Bactérias non-starter ndo sdo comuns no inicio da maturacdo de queijos feitos de leite
pasteurizado, porém com o tempo (a partir de 2 meses de maturacdo) observa-se uma
diminuicdo da populagdo da microbiota starter e um aumento da non-starter. Estas sao
as principais responsaveis por degradar peptideos e outros produtos da protedlise

primaria em aminoacidos livres e peptideos menores (FOX et al., 2015).
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A plasmina (E.C. 3.4.21.7) € uma protease naturalmente presente no leite associada
as micelas de caseina (WALSTRA & JENNESS, 1984). A plasmina preferencialmente
hidrolisa B-caseina em peptideos menores durante a protedlise primaria, porém, em
torno de 50% da quantidade inicial de B-caseina permanece apés 6 meses de maturacao
por essa fracdo ser altamente hidrofébica e possuir baixa atividade de 4gua (FOX et al.,
2015). A plasmina é altamente hidrolitica para asz-caseina e exibe baixa atividade em
asi-caseina, entretanto ndo apresenta efeito hidrolitico aparente em k-caseina (IVENS
et al., 2017). A plasmina resiste totalmente a pasteurizacdo (WALSTRA & JENNESS,
1984) e sua atividade é mais significativa em variedades de queijos que sdo cozidos em
temperaturas mais altas. Nessas variedades, a plasmina resiste a temperatura de
cozimento (= 55 °C), enquanto a maior parte da atividade da quimosina é perdida. Além
disso, ocorre também a ativacdo do plasminogénio, provavelmente devido a inativagédo
térmica dos inibidores dos ativadores de plasminogénio (McSWEENEY, 2004). Na Figura

9 esté apresentado o sistema plasmina/plasminogénio do leite.

Caseina ™\
Coalho —
Peptideos grandes Estrutura e
(nao amargos) Consisténcia

Proteases do fermento
e coalho

Peptideos pequenos
(amargos)

Peptidases do fermento e

Peptideos Formacao de
aromaticos sabor

Peptidases do fermento
e de m.o.s. acompanhantes

Aminoacidos -<

Peptidases do fermento - Formacao de
e de m.o.s. acompanhantes aroma

Derivados de _J
aminoacidos

didxido de carbono, amonia, compostos sulfurados, aminas, aldeidos, dlcoots,
lactonas, cetonas, compostos fendlicos, ésteres, etc

Figura 8. Evolucao da protedlise em queijos.
Fonte: HA-LA BIOTEC INFORMATIVO (2006).
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Afivadores de plasminogénio «———- Inibidores de ativadores de plasminogénio

Plasminogénio T » Plasmina +—-———— Inibidores de plasmina

Caseina Polipeptideos

Figura 9. Sistema plasmina/plasminogénio do leite.
Fonte: McCSWEENEY (2004).

A maior parte da atividade do coagulante adicionado ao leite é perdida no soro.
Apenas de 10 a 15% da atividade de quimosina permanece na coalhada e isso depende
de fatores que incluem tipo de coagulante, fracdo de diferentes enzimas em misturas,
temperatura de cozimento, variedade do queijo e umidade do produto final (SOUSA et
al., 2001). asi-caseina € hidrolisada por quimosina residual em muitos sitios durante os
primeiros estagios da maturagdo, enquanto a [(-caseina € altamente resistente
(BORSTING et al., 2012). A atividade de quimosina diminui com o tempo e a taxa de
atividade é dependente de diversos fatores, como a variedade do queijo e outras
caracteristicas bioquimicas como teores de umidade, e de sal, pH, e as temperaturas
durante a producdo e a maturagdo. A fracdo remanescente de k-caseina é muito
resistente a protedlise nos primeiros estagios de maturacdo e nao foi documentada
degradacdo de para-k-caseina por quimosina durante a maturacao de queijos (IVENS et
al., 2017). Peptideos maiores sollveis em pH 4,6 sdo tipicamente derivados da acéo da
quimosina enquanto os fragmentos insoluveis neste valor de pH sao tipicamente y-
caseina derivada da acéo de plasmina na -caseina (FOX et al., 2015).

Todas as proteases, incluindo as do coalho e as de origem bacteriana, sdo capazes
de produzir peptideos amargos a partir da caseina e cerca de vinte deles foram isolados
da degradacado das caseinas por acao de proteases diversas. O gosto amargo origina-
se de peptideos amargos que tém como caracteristica comum hidrofobicidade ou alta
solubilidade em solventes organicos (FURTADO, 1991). Em solu¢éo, quimosina é capaz
de hidrolisar 3-caseina em sete sitios, muitos dos quais localizados proximo a hidrofébica
ponta C-terminal desta fracdo caseinica (ex. Leu192-Tyr193), que pode levar a producao
de peptideos de cadeia curta, hidrofébicos e de gosto amargo (McSWEENEY, 2011).
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4.1 Textura em queijos

Os queijos foram um dos primeiros alimentos a serem analisados reologicamente por
métodos fundamentais, testes mecanicos em que, ao se aplicar determinada for¢a sobre
um material homogéneo, podem ser mensuradas propriedades fisicas inerentes a este
material (FOEGEDING & DRAKE, 2007; TUNICK, 2010). A textura € um termo subjetivo
gue descreve percepcao sensorial, enquanto a reologia € o estudo de fluxo e deformacéo
de um elemento sob uma forgca aplicada, sendo assim um método de quantificar a textura
(JACK & PATERSON, 1992; FOEGEDING & DRAKE, 2007; EVERETT & AUTY, 2008).
Mesmo que a relacdo entre esses dois conceitos ndo seja sempre satisfatoria, a reologia
fornece de forma indireta e objetiva dados importantes que estédo relacionados com as
interacOes entre 0os componentes estruturais do queijo, e permite o estabelecimento de
mecanismos que expliquem suas propriedades funcionais (EVERETT & AUTY, 2008).

A TPA - Texture Profile Analyses - é capaz de simular compressdes consecutivas em
um pedaco de queijo durante a mastigacdo, a qual envolve varias compressodes entre 0s
dentes molares. O perfil de for¢ca/tempo gerado permite a determinacéo de propriedades
mecanicas como dureza, coesividade, gomosidade, adesividade e mastigabilidade, que
correspondem a parametros sensoriais de mesmo nome (GUNASEKARAN & AK, 2003).
Uma tipica curva forca/tempo de um teste de compressao em duas etapas para queijos
esta apresentada na Figura 10 e a Tabela 2 lista os principais parametros de textura
obtidos em uma TPA com suas caracteristicas.

Forga

‘ A1 A2

Tempo

Figura 10. Curva tipica forca/tempo de um teste de compressédo em duas etapas para
gueijos.
Fonte: adaptado de FOX et al. (2017).
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Tabela 2. Parametros de textura, definicdo, representacdo na curva e unidades

Parametros de

Textura Definicao Representacdo na curva Unidade

Fraturabilidade Caracteristica de uma substancia  Altura do primeiro pico na Newton,
que pode ser facilmente quebrada  primeira compresséo (H1 na  Pascal
em duas partes. Figura 10)

Dureza Resisténcia a uma dada Altura do segundo pico ha Newton,
deformacéo. Forga necessaria primeira compresséo (H2 na  Pascal
para comprimir uma amostra de Figura 10)
queijo.

Elasticidade Habilidade de uma substancia de Altura que a amostra cm, mm
retornar a sua forma inicial apos recupera entre o final da
ser submetida a pressao. primeira compressao e o

inicio da segunda
compressao.

Adesividade Esfor¢o envolvido na supresséo Area do pico negativo Joule
de forcas que mantém duas formado quando a sonda é
superficies em contato. For¢a retirada da amostra apés a
requerida para retirar a amostra primeira compressao, devido
do palato enquanto mastigada. a adeséo do queijo que

retarda sua retracéo. Area
A3 na Figura 10.

Coesividade Quantidade de deformacao Raz&o entre as areas da Adimensional
sofrida por um material antes da primeira e segunda
ruptura ao ser mordido compresséo. A2/Al na
completamente usando molares. Figura 10.

A medida na qual a massa
mastigada se mantém unida na
boca.

Gomosidade Energia requerida para Produto da dureza Newton,
desintegrar um alimento semi- multiplicada pela Pascal
sélido até o ponto de engoli-la. coesividade.

Mastigabilidade Quantidade de trabalho Produto da multiplicagao Joule

necessario para mastigar uma
amostra sélida até o ponto de
engoli-la.

entre dureza, coesividade e
elasticidade.

Fontes: adaptado de GUNASEKARAN e AK (2003); FOEGEDING e DRAKE, (2007); ROHM e JAROS,
(2011); FOX et al. (2017).

A textura de queijos pode também ser avaliada por analise sensorial, em especial a
analise descritiva quantitativa (ADQ), em que um painel treinado de provadores descreve
a textura de queijos com base em atributos pré-definidos. Esta abordagem possui as
desvantagens de ser onerosa, demorada, menos precisa e sujeita a fadiga sensorial dos
provadores, enquanto as técnicas instrumentais sdo mais confiaveis, reprodutiveis,
rapidas e menos dispendiosas, embora incapazes de determinar precisamente a
aceitacdo dos consumidores. Dessa forma, é interessante que haja uma boa correlacéo

entre a analise sensorial e instrumental, para que possa ser feita uma inferéncia entre a
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aceitacdo do consumidor e as propriedades fisicas medidas pelo texturémetro (JACK &
PATERSON, 1992; FOEGEDING & DRAKE, 2007; FOX et al., 2017)

Dureza, coesividade e adesividade foram analisadas em cream cheese, tanto por
ADQ quanto por TPA e boas correlagdes foram encontradas para dureza e adesividade
(KEALY, 2006). De uma forma geral, resultados obtidos em equipamentos tipo 'Instron’
apresentam boas correlacées com medidas sensoriais para mastigabilidade, dureza e
elasticidade (JACK & PATERSON, 1992). Em queijos macios, correlacdes significativas
foram encontradas entre a avaliacdo sensorial e 0 método instrumental de penetracéo e
compressédo uniaxial para firmeza e forca (HENNEQUIN & HARDY, 1993). Em queijos
Parmigiano Reggiano, a elasticidade, deformidade e firmeza (sensoriais) apresentaram
correspondéncia com as variaveis reoldgicas modulo de elasticidade, forca e tenséo na
fratura e fraturabilidade (NOEL et al., 1996). Em trabalho realizado com o queijo Pecorino
di Farindola com diferentes tipos de coalho, tanto a andlise de textura instrumental como
sensorial foram capazes de distinguir os queijos pelo tipo de coalho utilizado (SUZZI et
al., 2015).

As propriedades reoldgicas dos queijos estao relacionadas a véarias caracteristicas:
composicado (teores de umidade, gordura e proteina); microestrutura, que representa a
distribuicdo espacial dos componentes (caseinas, minerais, gordura, umidade e solutos
dissolvidos como lactose, acido latico, sais solUveis e peptideos) em nivel de escala
micrométrica e atracdes intra- e inter-moleculares; macroestrutura, a qual representa o
arranjo e as atracdes entre os diferentes macro componentes (particulas da coalhada,
bolsas de gas, veias e casca) que determinam a presenca de heterogeneidades como
rachaduras e fissuras; estado fisico-quimico dos componentes, que é a razao de gordura
sélida/liquida afetada pela temperatura, nivel de agregacdo, hidratacdo e hidrolise
protéica. (FOX et al., 2017).

A matriz protéica é o principal componente estrutural que controla a reologia de
gueijos e, portanto, a concentracao de proteina, os niveis de hidratacédo e a hidrélise sao
cruciais nas caracteristicas de textura que este queijo vai apresentar (DELGADO et al.,
2010; FOX et al., 2017). Hennequin e Hardy (1993) analisaram queijos macios e
concluiram que para este tipo de queijos, pH e teores de extrato seco, gordura e calcio
foram os principais aspectos que explicaram as propriedades de textura do produto final.
Gordura, umidade, nitrogénio soluvel em TCA 12%, pH e protedlise demonstraram ter
correlacdo com a textura de queijos maturados. O papel da acidez na textura &
importante, uma vez que baixa acidez diminui a interagdo intermolecular na matriz

protéica por repulsdo de cargas, enquanto o contrario pode ser observado quando a
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acidez € maior. A textura € o produto das interagbes entre todos os componentes do
queijo (JACK & PATERSON, 1992).

5. Algumas variedades de queijos produzidos no Brasil

5.1 Queijo Prato

O queijo Prato € um queijo de massa semicozida que comecgou a ser fabricado
primeiramente no Brasil, na década de 1920, por imigrantes dinamarqueses, que
procuraram produzir um queijo similar aos queijos Danbo dinamarqués e Gouda
holandés (FURTADO & NETO, 1994). Ao longo dos ultimos 80 anos, o queijo Prato vem
passando por inUmeras modificacfes, seja em sua tecnologia de fabricagcdo ou na
maneira como é consumido. Por ter se tornado um dos queijos mais fabricados no Brasil,
foi inevitavel o uso de equipamentos modernos e diferentes métodos de fabricacdo e
maturacdo, o que fez com que se distanciasse das caracteristicas tipicas de textura e
sabor dos queijos elaborados pelos pioneiros dinamarqueses (FURTADO & AMORIM,
2000). Atualmente o queijo Prato é bem aceito devido a sua qualidade sensorial e pelo
fato de que os consumidores o encontram com facilidade e em embalagens praticas,
convenientes e de tamanho adequado (BASTOS et al., 2013).

As caracteristicas do queijo Prato conforme seu Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade (RTIQ) estdo indicadas na Tabela 3. A denominagdo Prato compreende
ainda outros tipos, tais como o lanche ou sandwich, de forma retangular, o cobocé, de
forma cilindrica e o esférico ou bola (ALBUQUERQUE, 2002).

5.2 Queijo Mussarela

A Mussarela é uma variedade ndo maturada da familia dos queijos Pasta-filata,
originaria do sul da Italia. Era originalmente produzida com leite de bufala, porém o leite
de vaca é atualmente o mais utilizado para sua fabricagdo em todo o mundo (JANA &
MANDAL, 2011). Queijos de massa filada como a Mussarela sdo caracterizados por
possuir textura maleavel, macia, fibrosa e fatiavel, qualidades essas que sao oriundas
da etapa de filagem. Nesta etapa a massa fermentada é submetida a um tratamento
térmico que lhe confere uma plasticidade particular e 0 queijo apresenta entdo uma
estrutura fibrosa com fibras orientadas pelo esticamento da massa (FOX &
McSWEENEY, 2004).
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Tabela 3. Classificacdo, forma, peso, caracteristicas sensoriais e de maturacéo do queijo
Prato conforme RTIQ

Queijo Prato

Classificagao - Queijo gordo, de média umidade.

- Forma: Paralelepipedo de secdo transversal, retangular,
cilindrico ou esférico, de acordo com a variedade correspondente:
¢ Queijo Prato (lanche ou sandwich): paralelepipedo de
Forma e peso secao transversal retangular
¢ Queijo Prato (cobocd): cilindrico
¢ Queijo Prato (esférico ou bola): esférico
- Peso: de 0,4 a 5 kg, de acordo com a variedade correspondente.

- Consisténcia; semidura, elastica.

- Textura: compacta, lisa, fechada, com alguns olhos pequenos
arredondados e/ou algumas olhaduras mecénicas.

- Cor: amarelado ou amarelo-palha

Caracteristicas i L
- Sabor: caracteristico.

sensoriais - Odor: caracteristico.
- Crosta: ndo possui, ou com crosta fina, lisa, sem trincas.
- Olhaduras: algumas olhaduras pequenas, bem distribuidas, ou
sem olhaduras.
~ - Tempo necessario para conseguir as caracteristicas especificas
Maturacgéo

(pelo menos 25 dias).

Fonte: BRASIL (1997a).

A qualidade da Mussarela depende de suas propriedades fisico-quimicas e é
influenciada pela cultura starter utilizada na sua fabricacéo, podendo ser tanto mesofilica
guanto termofilica, dependendo das caracteristicas desejadas no produto final (CHAVES
et al., 1999). Na Tabela 4 estao descritas as caracteristicas da Mussarela feita no Brasil,
conforme o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade — RTIQ (BRASIL, 1997b).

O termo pizza cheese tornou-se comum nos Estados Unidos na década de 1960 e é
utilizado para designar o queijo tipo Mussarela preparado especialmente para utilizacdo
como ingrediente na confecc¢éo de pizzas (FURTADO, 1997). As propriedades funcionais
de um queijo sé@o aquelas ligadas a sua funcionalidade, isto €, as suas caracteristicas
desejadas para o0 uso que se pretende, estéo relacionadas a sua capacidade de atender
aos requisitos exigidos para sua utilizagcdo como ingrediente em determinada preparacéo
alimentar (GUINEE et al., 2000). Neste contexto as propriedades funcionais da
Mussarela a ser utilizada como ingrediente de pizzas incluem o escurecimento néo
enzimatico (browning) (formacao localizada de manchas escuras, cuja coloragéo varia
do amarelo ao marrom-escuro, sobre 0 queijo derretido na pizza); formacéo de bolhas

guando aquecido; derretimento e separacéo limitada de gordura (COSTA & FURTADO,
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2002a, 2002b, 2002c; KINDSTEDT et al., 2010). Variacdes nas condi¢des de producao,
e temperatura e tempo de estocagem podem influenciar as propriedades funcionais da
Mussarela (CHAVES et al., 1999).

Tabela 4. Classificacdo, forma, peso, caracteristicas sensoriais e de maturacdo da
Mussarela conforme RTIQ

Queijo Mussarela

- Queijo de média, alta ou muito alta umidade e extragordo, gordo
Classificagao ou semigordo (umidade méxima 60,0 g/100 g e matéria gorda no
extrato seco minimo 35,0 g/100 g).

Forma e peso - Variaveis.

- Consisténcia: semidura e semi suave, suave, segundo O
contetdo de umidade, matéria gorda e grau de maturacao.

- Textura: fibrosa, elastica e fechada.

- Cor: branco e amarelado, uniforme, segundo o contetdo de
umidade, matéria gorda e grau de maturagéo.

Caracteristicas - Sabor: latico, pouco desenvolvido a ligeiramente picante,
sensoriais segundo o conteldo de umidade, matéria gorda e grau de
maturacao.

- Odor: lactico pouco perceptivel.

- Crosta: nao possui.

- Olhadura: ndo possui. Eventualmente poderd apresentar
aberturas irregulares (olhos mecénicos).

Maturacao - Minimo 24 horas de estabilizagéo.

Fonte: BRASIL (1997b).

5.3 Queijo Gorgonzola

O queijo Gorgonzola € um queijo feito a partir de leite de vacas, de origem italiana,
especificamente na regido da Lombardia (LOURENCO NETO, 1984; ALBUQUERQUE
& CASTRO, 1995). E maturado pelo crescimento da cultura secundéaria de Penicillium
roqueforti, que cresce internamente nas olhaduras mecanicas do queijo ou nas
perfuracdes realizadas apés a salga. A forte acdo proteolitica e lipolitica do fungo leva
ao desenvolvimento de sabor e aroma pronunciados durante a maturacdo do queijo, que
ocorre entre 60 e 120 dias em camaras com temperatura e umidade relativa do ar
controladas (4 a 6 °C, umidade relativa de 85 a 90%). Apds 12 a 20 dias de fabricacéo
0S queijos sao perfurados para promover penetracdo de oxigénio no seu interior,
indispensavel para o crescimento do Penicillium (FURTADO, 1991; GOBBETTI et al.,
1997). A lipdlise e a protedlise sdo eventos importantes na maturacdo de queijos azuis
(FOX, 2011).
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Na Tabela 5 estdo indicadas as caracteristicas do queijo Gorgonzola conforme o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) para queijos azuis, definidos
como: “produto obtido da coagulacédo do leite por meio de coalho e/ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementado ou ndo pela acdo de bactérias laticas
especificas, e mediante um processo de fabricagdo que utiliza fungos especificos
(Penicillium roqueforti), complementados ou nédo pela acdo de fungos e/ou leveduras
subsidiarias, encarregadas de conferir ao produto caracteristicas tipicas durante os

processos de elaboracéo e maturacao”.

Tabela 5. Classificacdo, forma, peso, caracteristicas sensoriais e de maturacao dos
queijos azuis conforme RTIQ

Queijos Azuis

Classificagdo - Queijo gordo, de média a alta umidade.

Forma e peso - Formato: cilindrico. Peso: 2 a 13 kg.

- Consisténcia: semidura, quebradica ou semidura pastosa.
- Textura: aberta, com desenvolvimento de mofos distribuidos de maneira
razoavelmente uniforme.
- Cor: branco a branco-amarelado uniforme, com veias caracteristicas de
cor verde, verde-azulado ou verde- acinzentado.

Caracteristicas - Sabor: picante, salgado, caracteristico.

sensoriais - Odor: caracteristico acentuado.

- Casca: rugosa, fragil, sem trinca irregular. Pode apresentar untuosidade
superficial, de cor ligeiramente cinza e/ou incipiente desenvolvimento de
fungos e/ou leveduras subsidiarias.
- Olhos: ndo possui. Podera apresentar alguns poucos olhos pequenos e
disseminados e/ou algumas aberturas (olhos mecanicos).

-Tempo necessario para atingir suas caracteristicas especificas: pelo

Maturagao menos 35 dias a uma temperatura inferior a 15 °C.

Fonte: BRASIL (2007).

5.4 Queijo Parmesao

O queijo Parmeséao é um queijo duro de baixa umidade produzido industrialmente em
todo o mundo a partir de leite pasteurizado de vaca. Sua origem € italiana,
especificamente no Vale do P6 no norte da Italia, sendo que os queijos Parmigiano
Reggiano e Grana Padano sdo o0s principais representantes, apesar de serem
produzidos de forma diferenciada do Parmeséao industrial (utilizam leite cru desnatado
naturalmente como matéria prima, sdo cozidos em temperaturas mais altas, e sdo
maturados por mais tempo). Estes queijos italianos possuem designacdo de origem

controlada e suas denominac¢des sdo mantidas por dois Consorzi di Tutela, sendo que o
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do Grana Padano tem sede em Desenzano e o do Parmigiano Reggiano em Reggia
Emilia (FURTADO, 2011; FOX et al., 2017).

Diferentemente dos queijos nos quais tem origem, o Parmeséao brasileiro pode ser
adicionado de ingredientes como o cloreto de célcio, fermentos, creme de leite e
concentrado de proteinas lacteas, além de poder ser envolto em filmes alimentares
(BRASIL, 1997c). As caracteristicas do queijo Parmesao brasileiro estdo listadas na
Tabela 6. O queijo Parmeséo fabricado na maioria das industrias brasileiras ndo tem
padrao de qualidade definido e se distanciou muito do queijo original italiano, resultado
do emprego de leite cru de qualidade inferior, sendo um produto muitas vezes destinado

a producédo de queijo ralado e que nao é maturado por completo (PAULA et al., 2008).

Tabela 6. Classificacdo, forma, peso, caracteristicas sensoriais e de maturacao do queijo
Parmesao conforme RTIQ

Queijo Parmeséo

Classificacao - Baixa umidade e semigordos a gordos (minimo de 32g/100 g GES).

- Formato: cilindros de faces planas, de perfil ligeiramente convexo.

Formaepeso  pogo: 4 a8 kg.

- Consisténcia: dura

- Textura: compacta, quebradica e granulosa

- Cor: branca amarelada e ligeiramente amarelada
- Sabor: salgado, levemente picante.

Caracteristicas .
- Odor: caracteristico.

sensoriais . .
- Crosta: lisa, consistente, bem formada, recoberta com
revestimentos apropriados, aderidos ou ndo
- Olhos: ndo possui, podera apresentar alguns olhos pequenos e
algumas olhaduras mecanicas.

Maturacao - Minimo de 6 meses.

Fonte: BRASIL (1997c).

6. Aminoacidos em queijos

Pequenos peptideos e aminoacidos livres em queijos contribuem diretamente para o
flavor do produto final e os aminoacidos servem como substratos para uma grande
variedade de complexas reagdes de formacdo de compostos de aroma (McCSWEENEY,
2004; WALSTRA et al., 2006; FOX et al., 2015). Aminoacidos e alguns peptideos de
baixa massa molecular conferem sabor agradavel aos queijos e interferem no seu gosto,
visto que alguns aminoacidos possuem gosto doce, acido ou amargo. Compostos
oriundos do catabolismo de aminoacidos também fazem parte do aroma final do queijo

incluindo aminas, acidos, carbonilas, amoénia e compostos sulfurados. As aminas séo
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particularmente importantes na caracterizacdo de queijos maturados na superficie
(McSWEENEY, 2011).

O sabor do queijo estd concentrado na fracdo soliuvel em agua (peptideos,
aminoacidos, acidos organicos, aminas, cloreto de sédio) enquanto o aroma esta
presente principalmente na fracdo volatil (FOX et al., 2015). Dos aminoécidos liberados,
o acido glutamico é de especial importancia para o sabor do queijo por estar relacionado
ao gosto umami (FOX & McSWEENEY, 2004). Trés grupos de gostos distintos agrupam
alguns aminoécidos: amargos (leucina, lisina e fenilalanina), amargos/doces (prolina e
valina), e salgado/umami (acidos glutamico e aspartico) (KABELOVA et al., 2009).

A formacdo de aroma em queijos ocorre durante a maturacdo e € um processo
complexo e de especial interesse por estar implicada na caracterizacéo intrinseca de
cada queijo e também na presenca de off-flavors, determinando assim a escolha do
consumidor. Bioquimicamente a formacédo de aroma em queijos durante a maturacdo
envolve trés rotas catabodlicas majoritarias, a saber: lipdlise, glicolise e protedlise, sendo
esta ultima de especial importancia e complexidade (URBACH, 1995; YVON & RIIJNEN,
2001). Somente a presenca de amino&cidos livres ndo garante a formagéo de aroma em
queijos, mas a sua conversao em compostos de flavor caracteristico por microrganismos
é o fator limitante, como pode ser visto na Figura 11 (YVON & RIJNEN, 2001 & ZULJAN
et al., 2016).

A formacé&o de compostos com propriedades aromaticas a partir de aminoacidos por
microrganismos presentes em queijos envolve numerosas reacbes enzimaticas. As
reacoes de transaminacédo (principal rota de degradacdo de aminoacidos por bactérias
laticas, gera a-cetoacidos que sao degradados em compostos de aroma em mais um ou
dois passos) e eliminacdo (observada principalmente para metionina e leva a formagao
de compostos sulfurados) séo identificadas como fundamentais por iniciarem as rotas
gue levardo a formacéo dos compostos finais de degradac¢éo, portanto, o controle dessas
reacoes pode ser usado para intensificar ou diversificar a formacao de aroma em queijos.
Esse controle pode ser feito pela adicdo de culturas secundarias com capacidade de
aumentar a formacdo de um aroma especifico, adicdo de intermediarios da reacéo
desejada, como o a-ceto-glutarato (receptor de nitrogénio na primeira etapa da
transaminacao), ou uso de culturas modificadas geneticamente com auséncia ou baixa
atividade de genes codificadores de enzimas formadoras de off-flavor, por exemplo
(YVON & RIINEN, 2001).
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Figura 11. Visao geral das reacfes do catabolismo de aminoacidos relevantes para a
formacao de compostos de aroma em queijos.

Fonte: adaptado de ZULJAN et al. (2016).

Neste contexto, os aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano),
ramificados (lisina, isoleucina e valina) e a metionina sédo os principais precursores dos
compostos responsaveis pelo aroma em queijos (McCSWEENEY, 2004; YVON & RIIJNEN,
2001; ZULJAN et al., 2016). Os principais componentes aromaticos provenientes do
catabolismo de aminoacidos séo aldeidos, alcoois, acidos carboxilicos e tidis, como
metional, metanotiol, dissulfeto de dimetila (DMDS) e trissulfeto de dimetila (DMTS) (que
tem como precursor a metionina); acido isovalérico e 3-metil-butanal (oriundos da
degradacdo da leucina); acido isobutirico e etilbutirato (derivados da valina);
fenilacetaldeido, 2 fenil-etanol, acetato de fenetila (derivados da fenilalanina); p-cresol,
fenol, indol e escatol (derivados do catabolismo de aminoacidos aromaticos) (YVON &
RIINEN, 2001).

Algumas aminas liberadas por descarboxilacdo de amino&cidos contribuem para o
flavor do queijo, como metilamina, etilamina, n-propilamina, isopropilamina, n-butilamina,
1-metilpropil amina, n-amilamina, isoamilamina, n-hexilamina, etanolamina,
dimetilamina, dietilamina, dipropilamina e dibutilamina (comuns em Camembert)
(ZULJAN et al., 2016). Provadores treinados detectaram que feniletilamina tem sabor de

peixe enquanto as diaminas putrescina e cadaverina em meio aquoso possuem forte
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sabor putrido, com thresholds baixos, 2,2 mg/100 g e 19,0 mg/100 g, respectivamente
(GLORIA, 2006).

O aroma de queijos ndo pode ser produzido sem bactérias starter (URBACH, 1995).
Muitos microrganismos sdo capazes de catabolizar aminoicidos em queijos e essa
capacidade depende da estirpe. Como exemplos podem ser citadas: bactérias laticas
(Lactobacillus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris, L. lactis, L. helveticus, L.
bulgaricus e L. casei, Lactococcus lactis var. maltigenes), propionibacteria, B. linens,
Geotrichum candidum e bactérias corineformes (YVON & RIIJNEN, 2001). Em queijos
maturados, nos quais a microbiota starter é inativada rapidamente, a velocidade de lise
e liberacdo das enzimas influencia na producdo de aminoéacidos livres. O coalho é o
principal responsavel pela formacéo de peptideos grandes, médios e pequenos, mas,
sem interacdo com outras enzimas, € capaz de produzir apenas metionina, histidina,
glicina, serina e acido glutamico a niveis quantificaveis (URBACH, 1995).

As leveduras produzem compostos de aroma como etanol, aldeidos e ésteres e
degradam aminoacidos a ambnia e 0 correspondente cetoacido, posteriormente o
metabolismo resulta em compostos como alcoois, ésteres, metilcetonas e compostos de
carbonila. Geotrichum candidum produz mais compostos aroméaticos a partir de
metionina que outras leveduras como Debaryomyces hansenii e Kluyveromyces lactis.
Os fungos Penicillium camemberti e Penicillium roqueforti possuem endopeptidases e
exopeptidases que contribuem ativamente para a protedlise em queijos, fazendo com
que, em queijos maturados por fungos, a maturacdo comece na superficie. Possuem
peptidases que liberam aminodacidos livres e assim possuem a propriedade de diminuir
o amargor. Esses aminoacidos sdo entdo catabolisados com a producdo de amoénia e
outros compostos volateis (CHAMBA & IRLINGER, 2004).

Além da importancia para a caracterizacdo do produto final, a determinacdo de
aminoacidos associados a doencas e sindromes como fenilcetonuria (fenilalanina e
tirosina) e a sindrome do “restaurante chinés” (glutamato) sao importantes para controle
e prevencao de sintomas em individuos afetados (MORSELLI & GARATTINI, 1970;
HOSKINS, 1985).

Cada variedade de queijo tem seu proprio perfil de aminoacidos livres, resultante do
sistema enzimatico e da degradacao e interconversdo de aminoacidos. A tecnologia de
fabricacéo, incluindo culturas adicionadas e condicfes de maturacdo, bem como o leite
de espécies diferentes (vaca, ovelha, bafala ou cabra), tem efeito direto no perfil de
aminodcidos livres e, consequentemente, nas caracteristicas finais de queijos (SOUSA
et al., 2001; PINO et al., 2009; NIRO et al., 2017).
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Na Tabela 7 estdo descritos os teores de aminoacidos livres em mg/100 g em queijos
obtidos na literatura. Os aminoacidos mais comumente encontrados nas diferentes
variedades de queijo foram acido glutamico, histidina, prolina, valina, lisina, leucina e
fenilalanina. Emmental, Gouda e Cabrales, todos queijos maturados, foram os que
apresentaram maiores teores de aminodcidos livres totais, enquanto o Burgos, um queijo
fresco, apresentou o menor teor total de aminoacidos livres entre 0s queijos
relacionados. Dados sobre o perfil e a quantidade de aminoacidos livres nos queijos
pesquisados neste trabalho, durante a maturagcdo nas condic¢des realizadas, ndo foram
encontrados na literatura.

A presenca em queijos do aminoacido ndo protéico acido gama-aminobutirico —
GABA - foi pesquisada em alguns trabalhos (GOROSTIZA et al., 2004; FIECHTER et
al., 2013; REDRUELLO et al., 2013; POVEDA et al., 2016; NIRO et al., 2017). Este
aminoacido € um composto bioativo que possui varias funcdes fisioldgicas e apresenta
efeitos positivos em muitas desordens metabdlicas, sendo uma das mais importantes, o
efeito hipotensivo. A formacado deste se da a partir da descarboxilacdo do L-glutamato
pela enzima &cido glutamico descarboxilase, na presenca de piridoxal fosfato. Essa
enzima é encontrada em bactérias do acido latico e, portanto, a presenca de GABA em
produtos fermentados tais como queijos pode ser esperada (DIANA et al., 2014a). A
ornitina também é um aminoacido ndo proteico cuja presenca em queijos foi estudada
por alguns autores (REDRUELLO et al., 2013; DIANA et al., 2014b; POVEDA et al.,
2016). Além de possuir propriedades bioativas, € precursor direto da amina putrescina,
gue, por sua vez, é precursora das poliaminas espermidina e espermina (DIANA et al.,
2014b; BENKERROUM, 2016).
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Tabela 7. Tipos e teores de amino&cidos livres em diversas variedades de queijos

Variedade de queijo

Aminoacidos livres (mg/100 g)

Asp Ser Asn Gly Glu Gln NH4* His Thr Arg Ala Orn Ref.
ggzigg)regional espanhol 3,3-41,2 2,0-138,9* * 0,7-22,3 1,9-1754 1,7-1450 8,6-851 2,6-54,6 1,2-51,2 0,2-37,7 0,9-223 11423 [1]
Queijo massa acida/cozida  1,7-35,1 0,9-188 nd-384 6,8-253 7,3-97,0 0,6-53,2 - 1,5-359 1,1-299 0,7-184 2,2-289 08295 [2]
Queijo (China) - - - - - - - 5,7+1,3 - 6,3+1,7 - 2,910,2 [3]
Toma Piemontese - - - - - - - 30,4+2,0 - - - - [4]
Pecorino Sardo - - - - - - - 35,1+2,1 - - - - [4]
%”ee;jloﬁcizgmado 190-1170  20-590 - 20-530  480-4200 - - 10-560  90-520  80-660  100-490 - 5]
Emmental 3,46 73,67 19,95 4955 41241 136,49 61,95 103,02 79,81 38,32 43,92 21,94 [6]
Gouda 20591 213,54 196,07 178,67 117925 137,66 132,83 249,79 179,16 12,72 70,56 175,77  [6]
Manchego 11,58 19,13 28,93 14,64 99,31 33,47 19,08 16,76 13,10 4,70 nd 29,74 [6]
Burgos 0,66 1,26 0,53 1,50 9,56 1,31 2,92 3,57 1,43 2,61 nd 0,53 [6]
Cheddar 3,73 22,42 16,43 16,49 126,02 44,72 33,48 29,22 23,15 11,32 nd 24,91 [6]
Cabrales 662,97 136,41 12,95 261,17 1597,39 28,21 429,12 382,13 193,09 59,58 45,88 552,73 [6]
Prato artesanal (7 dias)*  22,1+7,6 11,6#4,2 13,2486 52+15 39,7+18 14,612 - 4,417 9,98+4,0 12,7482 15,6456 - [7]
Prato artesanal (45 dias)** 116+58,3 25,4+4,2 54,2+31,7 251+8,5 282+168 72,0455 - 14,0£7,1 55,2426,1 25,9459 64,1+29,5 - [7]
Caciocavallo (30 dias)** 11,8 7,0 17,1 6,0 13,4 2,6 - nd 6,5 0,8 28,5 76,0 [8]
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Tabela 7. continua

Aminoéacidos livres (mg/100 g)

Variedade de queijo

Pro Cys Tyr Val Met Lys lle Leu Phe GABA Trp Total AA Ref.
gzgigg)regional espanhol  125.186,0 0,2-14,6 05-54,7 4,1-141,4 2,4-62,2 53-172,4 1,9-969 11,9-188,1 2,7-485 2,6-62,0 nd 76,2-1720,2  [1]
Queijo massa acida/cozida  2,0-28,4 . 0,8-31,9 12557 0,6-389 1,6-143,8 0,6-40,8 1,4-1056 153-80,2 nd-11,2 08286 51,0-839,9 [2]
Queijo (China) - - 12,0£2,9 - - 19,143,6 - - 19,336 - 1,440,1 67,6 [3]
Toma Piemontese - - nd - - 45,712 .4 - - - - nd - [4]
Pecorino Sardo - - nd - - nd - - - - nd - [4]
%”eegjloﬁcizgrcado 260-2180 - 30-470  10-1240  10-440 210-1590 30-710 210-1460 110-970 - - 2300-15950 [5]
Emmental 224,96 9,81 111,07 178,18 58,79 254,08 121,60 300,66 131,16 2,58 16,13 239158  [6]
Gouda 303,02 30,90 284,83 54381 214,86 62599 473,82 893,73 38952 4,12 29,00 650260 (6]
Manchego 40,53 10,06 57,80 66,89 21,04 47,80 24,79 133,28 68,06 0,52 7,35 72047 6]
Burgos 0,46 nd 7,07 1,29 0,30 1,17 0,92 1,05 1,65 nd 1,64 38,51 [6]
Cheddar 68,10 4,12 35,69 61,43 21,68 79,60 34,24 126,59 88,95 4,78 3,13 ga672 Lol
Cabrales 110,52 83,24 194,96 892,57 354,37 870,71 614,71  1089,32 552,73 4760 10559 go21,01 (6]

Prato artesanal (7 dias)** 13,2+8,4 21,0+1,0 7,2¥43 14,2+7,1 4,8+25 23,9+12,1 55+3,1 39,1+23,7 2524134 80,1+47,7 31,4+25,1 415+183 [7]
Prato artesanal (45 dias)**  40,9+25,3 54,5+3,3 19,0+10,3 70,7+31,7 32,2152 147+68,8 37,7+18,7 212+109 98,2+39 336239 151+84,4 1933791 [7]

Caciocavallo (30 dias)** - - nd 30,7 6,9 33,1 11,4 53,7 46,4 33,6 - 385,5 [8]

Legenda: Asp/acido aspartico, Ser/serina, Asn/asparagina, Gly/glicina, Glu/acido glutamico, GlIn/glutamina, NHs*/ion aménio, His/histidina, Thr/treonina,
Arg/arginina, Ala/alanina, Orn/ornitina, Cys/cistina, Tyr/tirosina, Vall/valina, Met/metionina, Lys/lisina, lle/isoleucina, Leu/leucina, Phe/fenilalanina, GABA/acido
gama-aminobutirico, Trp/triptofano, AA/aminoécidos. nd: ndo detectado. —: ndo determinado.

*Asn e Ser foram quantificadas juntamente nesta referéncia. **Resultados em mg/100 g de extrato seco. Queijo Prato artesanal feito a partir de leite cru.

Fontes: [1] POVEDA et al. (2016); [2] FIECHTER et al. (2013); [3] HE et al. (2016); [4] MAZZUCCO et al. (2010); [5] KABELOVA et al. (2009); [6] REDRUELLO et
al. (2013); [7] GOROSTIZA et al. (2004); [8] NIRO et al. (2017).
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7. Aminas bioativas em queijos *

* Topico publicado em MOREIRA, G.M.M.; CUSTODIO, F.B.; GLORIA, M.B.A. Informe Agropecuario, v.
36, n. 284, p. 14-18, 2015 (ANEXO ).

Aminas sdo compostos nitrogenados de carater basico, nos quais um, dois ou trés
atomos de hidrogénio na amoénia sédo substituidos por grupos alquila ou arila (SHALABY,
1996). Aminas bioativas ou biologicamente ativas sdo aquelas aminas que possuem
funcBes metabolicas e fisioldégicas nos organismos vivos, incluindo fungdes cruciais em
células eucaridticas, e por serem produzidas por rotas metabdlicas usuais de animais,
plantas e microrganismos, estdio presentes também nos alimentos (GLORIA, 2006;
ALVAREZ & MORENO-ARRIBAS, 2014).

As aminas bioativas podem ser classificadas quanto ao nimero de grupos amino,
quanto ao tipo de estrutura, funcdes fisiolégicas ou biossintese, sendo esta Ultima
classificacdo a mais adotada. Dessa forma, quanto a rota biossintética, as aminas
bioativas podem ser classificadas em poliaminas (espermidina e espermina) e aminas
biogénicas (histamina, tiramina, feniletilamina, triptamina, cadaverina) (GLORIA, 2006).

As poliaminas consistem em espermidina e espermina, sendo a putrescina o
intermediario obrigatério em sua biossintese (KALAC, 2014). Essas aminas sdo fatores
essenciais na proliferacéo e diferenciacéo celular (GLORIA, 2006; KALAC, 2014). Desta
forma, elas sdo amplamente encontradas em alimentos de origem vegetal e animal,
incluindo leite e derivados. Por serem fatores de crescimento, desempenham papel
relevante na sintese de proteinas e, portanto, no crescimento dos microrganismos
presentes no queijo (ONAL, 2007). Estudos tém demonstrado que as poliaminas podem
prevenir danos mediados pelo oxigénio e que tem funcdo antioxidante em células
gastrointestinais (THORNTON & OSBORNE, 2012).

As aminas biogénicas sdo derivadas da descarboxilagdo de aminoéacidos pela acao
de enzimas, chamadas aminoacido descarboxilases, que estdo presentes em culturas
iniciadoras ou contaminantes (ALVAREZ & MORENO-ARRIBAS, 2014). Na Figura 12
estdo demonstradas rotas metabdlicas para a formacéo de algumas aminas biogénicas.

As aminas biogénicas sao relevantes do ponto de vista sanitario e toxicolégico,
podendo indicar a qualidade da matéria prima e as condi¢cdes higiénico-sanitarias
prevalentes na producgéo de alimentos. Algumas aminas, em concentragdes elevadas,
podem causar efeito adverso a saude humana. As aminas biogénicas estao envolvidas
como agentes causadores em varios casos de intoxicacdo e também sdo capazes de
iniciar varias reacdes farmacoldgicas por suas acdes vasoativas ou neuroativas
(SHALABY, 1996; GLORIA, 2006; EFSA, 2011).
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Figura 12. Rotas de sintese de algumas aminas bioativas.

Fonte: adaptado de BENKERROUM (2016), GLORIA, (2006) e HALASZ et al. (1994).

Os queijos sdo ambiente ideal para a formacédo dessas aminas devido a presenca de
aminodcidos livres, bactérias capazes de promover a descarboxilacdo destes e outros
fatores como pH, concentracdo salina, atividade de agua, temperatura e tempo de
estocagem/maturacao, densidade bacteriana e a presenca do cofator piridoxal fosfato
(VALE & GLORIA, 1998; ROIG-SAGUES et al., 2002; LINARES et al., 2012; LOIZZO et
al., 2013). Portanto torna-se fundamental conhecer essas substancias e estudar cada

vez mais sua presenca em queijos comercializados no Brasil.
7.1 Formacao de aminas bioativas em queijos

Algumas aminas bioativas sdo constituintes enddgenos naturais das células e,
consequentemente, das matérias primas alimentares. Seus niveis podem variar durante
a producéo, dependendo da variedade, maturidade e das condi¢cées ambientais a que o
alimento € exposto. O perfil e o conteudo de aminas bioativas podem mudar nos
alimentos com relacdo ao seu valor inicial durante o processamento e a estocagem,
podendo também ser influenciado pelas condi¢cdes higiénico-sanitarias prevalentes
(HALASZ et al., 1994; LOIZZO et al., 2013).

A concentracao e os tipos de aminas bioativas presentes em queijos € muito variavel
e depende de: espécie que produz o leite (vaca, cabra, ovelha ou bufala), tratamentos

térmicos aplicados ao leite destinado a fabricacdo do queijo, cultura latica utilizada, secao
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do queijo (centro ou casca), condi¢cdes de maturacdo, processamento pos-maturacao,
tipo de embalagem, tempo e temperatura de estocagem e microbiota responsavel pela
fabricacdo (LOIZZO et al., 2013; GUARCELLO et al., 2015) além das condi¢cdes de
higiene e da presenca de microrganismos contaminantes (PACHLOVA et al., 2012).

Os aminoécidos liberados pela protedlise de queijos sdo 0s precursores para
formacdo de aminas biogénicas por enzimas dos microrganismos contaminantes ou
adicionados propositalmente como coadjuvantes de producédo, durante a maturacdo ou
estocagem (VALE & GLORIA, 1998; ROIG-SAGUES et al., 2002; CUSTODIO et al.,
2007; LINARES et al., 2012). Assim, cada variedade de queijo tem seu proprio perfil de
aminas biogénicas e aminoacidos livres, resultantes das reacdes especificas de
degradacao, interconversao e sintese (POLO et al., 1985).

A formacdo das aminas biogénicas pode ocorrer durante o processamento ou a
estocagem de produtos por acdo de inUmeras espécies de microrganismos capazes de
produzir enzimas descarboxilantes. Dentre 0s microrganismos encontrados em queijos,
os formadores de tiramina sdo, na maioria, as bactérias Gram positivas (enterococos e
algumas bactérias laticas) e os formadores de histamina s&@o principalmente
enterobactérias, mas também algumas bactérias laticas e clostridios (ROIG-SAGUES et
al.,, 2002). Enterobactérias sdo formadoras de cadaverina, pela habilidade de
descarboxilar a lisina. Desta forma, ja foi relatada a formacédo de aminas por bactérias
das familias Enterobacteriaceae, como Escherichia coli, Morganella morganii, Proteus
mirabilis, Enterobacter spp., Serratia, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella, Hafnia
alvei ao lado de espécies de Achromobacter, Pseudomonas, Streptococcus, Clostridium
sporogenes, C. perfringens, Lactobacillus (como L. buchneri e L. delbrueckii),
Leuconostoc e Lactococcus, das quais especial atencdo deve ser dada aquelas
utilizadas como culturas starter (ONER et al., 2006; ONAL, 2007; LINARES et al., 2012;
LOIZZO et al., 2013). L. bulgaricus, L. casei e L. acidophilus podem favorecer a formacéo
de histamina (STRATTON et al., 1991) enquanto Lactococcus lactis e Lactobacillus casei

possuem a capacidade de produzir tiramina (VOIGT et al., 1974).
7.2 Toxicidade de aminas bioativas

Atualmente a demanda por alimentos saudaveis esta aumentando, pois cresceu a
conscientizacdo e o conhecimento da populagdo sobre os conceitos de qualidade e
seguranca de alimentos. Dessa forma, o estudo sobre componentes alimentares que
causam riscos a saude humana tem sido promovido e limites de tolerancia sao

estabelecidos em diversos paises (GOMES et al., 2014). Quando se trata de aminas
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biogénicas, no Brasil apenas pescados produtores de aminas (como as espécies das
Familias Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, Coryphaenidae, Scomberesocidae e
Pomatomidae) possuem limite maximo estabelecido, sendo 100 mg/kg para histamina
na média amostral, ndo devendo ultrapassar 200 mg/kg por amostra individual (BRASIL,
1997d; BRASIL, 2011a; BRASIL, 2017).

A falta de controle governamental, em especial sobre o comércio varejista,
entrepostos e industrias e a falta de conhecimento a respeito dessa perigosa intoxicagao,
tanto pela populacdo como pelos agentes de saude, podem contribuir para que os
alimentos que contenham aminas biogénicas constituam um potencial risco a saude do
consumidor (GOMES et al., 2014). O gueijo esta entre os alimentos mais comumente
associados a intoxicacao por aminas biogénicas (RENES et al., 2014).

Sob condi¢cdes normais, as aminas em quantidades habitualmente presentes nos
alimentos sao rapidamente biotransformadas no organismo por conjugacéo ou mediante
reacdes enzimaticas de oxidacdo. Neste contexto, monoamino- e diamino-oxidases
desempenham papel importante na degradacéo de aminas no corpo humano (HALASZ
et al., 1994).

O limite de toxicidade exato para as aminas biogénicas em humanos € de dificil
determinacao, pois depende da eficiéncia dos mecanismos de desintoxicacdo de cada
pessoa e da presenca de substancias potencializadoras no proprio alimento (HALASZ et
al., 1994; GLORIA, 2006; EFSA, 2011). O nivel de 1.000 mg/kg de aminas totais em
alimentos é considerado perigoso para a saude (SILLA SANTOS, 1996) embora este
namero seja diferente considerando cada amina individualmente, devido a diferencas na
toxicidade de cada uma. Nenhum efeito adverso a saude foi detectado em pessoas que
consumiram até 50 mg de histamina ou 600 mg de tiramina por refeicdo, porém essas
quantidades sdo bem menores para pessoas intolerantes a histamina (neste caso o
consumo seguro deve se limitar a niveis abaixo dos detectaveis para essas substancias)
ou que fazem uso de medicamentos inibidores de monoamino-oxidase - IMAO (até 6 mg
de tiramina deve ser considerado o consumo maximo por refeicdo para esses individuos)
(EFSA, 2011).

As intoxicacbes alimentares mais frequentes causadas por aminas biogénicas
envolvem a histamina. A intoxicacdo por histamina é conhecida como tal ou por
scombroid fish poisoning uma vez que este problema esta associado ao consumo de
peixes da Familia Scombridae, como o atum, o bonito, a cavala, dentre outros
(Clupeidae). Quantidades maiores que 100 mg de histamina por quilo de alimento sé&o
consideradas toxicas (EFSA, 2011).
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Histamina € uma amina bioativa presente em grande quantidade nos mastdcitos e
basdfilos, onde é encontrada em granulos especiais. Os efeitos desta substancia
aparecem quando liberada na corrente sanguinea (por reagcdes como a alérgica ou apos
absorcdo pela mucosa intestinal quando proveniente de alimentos), onde se liga a
receptores nas membranas celulares encontradas no sistema cardiovascular e varias
glandulas secretoras. Dessa forma a histamina pode estimular diretamente o coracao
como resultado do seu efeito na liberacao de adrenalina e noradrenalina, excita musculos
lisos do utero, intestino, e trato respiratério; estimula neurbnios motores e sensoriais e
controla a secrecdo géastrica de acido. Sendo assim 0s sintomas de uma reacéo
toxicoldgica devido a histamina sédo diversos, incluindo erupcéo cutanea, urticaria,
edema, inflamacdo localizada, nauseas, vomitos, diarréia, cdlicas abdominais,
hipotenséo, dor de cabeca, palpitacdo. Em casos mais graves, a histamina pode levar a
broncoespasmos, asfixia e insuficiéncia respiratoria (SHALABY, 1996; GLORIA, 2006;
EFSA, 2011).

O sistema de detoxificacdo da histamina € composto por duas enzimas, diamino-
oxidase e histamina-N-metil transferase, que convertem histamina em produtos nao
toxicos. O catabolismo da histamina é inibido por administracéo oral simultdnea de outras
aminas como putrescina, cadaverina, tiramina, triptamina, feniletilamina, espermina e
espermidina, potencializando sua toxicidade (SHALABY, 1996; GLORIA, 2006; EFSA,
2011).

A tiramina é o segundo tipo de amina envolvida em intoxica¢gfes alimentares. Atua
aumentando a pressao sanguinea por aumento da forca da contracdo cardiaca. Em
concentracfes elevadas, pode causar dor de cabeca, enxaqueca, febre, vomito e
aumento da glicemia (GLORIA, 2006; EFSA, 2011). O aumento de pressio causado pela
tiramina presente em alimentos pode desencadear uma crise hipertensiva. A inibicéo da
degradacédo da tiramina pelos medicamentos que séo inibidores de monoamino-oxidases
aumenta o risco da ocorréncia de crises hipertensivas (SHALABY, 1996; EFSA, 2011).
A intoxicacdo causada por altos teores de tiramina em queijos normalmente &
denominada de cheese reaction ou “sindrome do queijo” e niveis entre 100 e 800 mg/kg
de alimento tem sido sugeridos como causadores de toxicidade (EFSA, 2011).

Monoamino-oxidases (MAO) s&o enzimas que catalisam uma reacéo de deaminacgéo
oxidativa, sendo de dois tipos: MAO-A (que age sobre a serotonina e a noradrenalina) e
a MAO-B (que age sobre a dopamina e a feniletilamina). Farmacos inibidores de
monoamino-oxidases (IMAO) sao utilizados para melhoria de sintomas depressivos e

podem ser reversiveis ou irreversiveis, sendo estes ultimos mais eficazes. Entre os IMAO
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podem ser citados: iproniazida, clorgilina, selegilina e a lazabemida (ANDRADE &
FERRAZ, 1997). Individuos que estdo em tratamento com IMAO precisam evitar
alimentos que contenham quantidades consideraveis de aminas biogénicas,
principalmente tiramina, triptamina e feniletilamina, pois efeitos adversos graves podem
ocorrer (GLORIA, 2006; EFSA, 2011).

A triptamina é responsavel pela liberacdo de catecolaminas e da substancia
vasoconstritora 5-hidroxitriptamina (serotonina) dos terminais nervosos (BAKER et al.,
1987). Feniletilamina esta relacionada, junto a tiramina e triptamina, em casos de
enxaqueca (GLORIA, 2006).

As aminas putrescina, espermidina e espermina sédo protonadas em pH fisiologico, o
gue faz com que possam reagir com inumeras moléculas carregadas negativamente,
como acidos nucléicos, proteinas e sitios aniénicos de membranas (KALAC, 2014).
Devido a diversidade funcional das poliaminas no metabolismo e crescimento celular,
estas substancias sdo requeridas em grandes quantidades nos tecidos em rapido
crescimento (KALAC, 2014) e, portanto, ha a possibilidade de que essas substancias
tenham papel importante no crescimento de tumores (BAKER et al., 1987), devendo,
portanto, ser evitadas por individuos portadores de neoplasias.

Na presenca de calor, as aminas putrescina e cadaverina podem ser convertidas a
pirrolidina e piperidina, respectivamente, que, na presenca de nitrito, formam
nitrosaminas carcinogénicas. Sendo o nitrito um constituinte normal da saliva humana,
tem sido sugerido que nitrosaminas podem ser formadas no trato gastrointestinal
(BAKER et al., 1987).

7.3 Presenca de aminas bioativas em queijos

Muitos estudos tém sido conduzidos para determinar o conteldo de aminas em
queijos (Tabela 8), indicando a presenca, principalmente, de histamina, tiramina,
triptamina, putrescina, cadaverina e feniletilamina (VALE & GLORIA, 1998; ONER et al.,
2006; ANDIC et al., 2011; BRITO et al., 2014). Foram encontradas também com menor
frequéncia e em menores quantidades, espermidina, espermina, agmatina e serotonina
(VALE & GLORIA, 1998). Geralmente, o conteido de aminas no leite é baixo, sendo
espermina, putrescina, espermidina e agmatina as mais prevalentes, mas em baixas
concentracdes (SANTOS et al., 2003; GLORIA, 2006). No queijo, espermina e
espermidina estdo presentes em baixos teores e as demais aminas biogénicas séo
encontradas em teores variados dependendo da variedade de queijo e das condi¢des do

processamento e da estocagem.
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Conforme indicado na Tabela 8, os teores e tipos de aminas encontrados variam com
a variedade de queijo e também entre amostras de uma mesma variedade. Tanto os
queijos brasileiros como os de outros paises tem sido alvo de pesquisas sobre seus
teores de aminas e os fatores que afetam a sua presenca. Queijos ndo maturados ou
com curto tempo de maturagcdo, como Minas e Prato apresentaram baixos teores de
aminas biogénicas. Em queijos de longa maturacdo, aminas como a histamina e a
tiramina foram encontradas em teores elevados, capazes de causar efeitos toxicos,
principalmente em pacientes em tratamento com medicamentos inibidores da MAO.

Vale e Gléria (1998) avaliaram 92 amostras de 10 variedades de queijos produzidos
no Brasil com relacdo ao teor de aminas bioativas. Espermina foi a amina mais
encontrada nos queijos pesquisados (93%), porém em baixa quantidade (menor que 2,6
mg/100 g de queijo). Histamina foi encontrada em niveis capazes de provocar reagao
toxicolégica em 11% dos queijos Gouda e 8% dos queijos Mussarela. A 2-feniletilamina
apresentou alta prevaléncia, porém em niveis abaixo do minimo para reacdes
toxicoldgicas. Os maiores teores totais de aminas biogénicas foram encontrados nos
queijos Provolone, Gouda e ralado.

A correlagdo positiva encontrada por Vale e Gléria (1998) entre algumas aminas
sugere que sua formacdo é influenciada pelos mesmos mecanismos e condicdes.
indices de qualidade também foram avaliados e os resultados sugeriram que a formac&o
de aminas foi influenciada pela acidez em diversos tipos de queijos.

Os fatores que interferem na formacgao de aminas bioativas durante a maturacéo de
gueijos tém sido estudados com o intuito de tentar reduzir os teores das aminas. O efeito
do tratamento térmico do leite no acimulo de aminas biogénicas em diferentes queijos
foi descrito por Novella-Rodriguez et al. (2004). Estes autores observaram que o queijo
obtido com leite pasteurizado apresentou menor formagdo de aminas biogénicas
durante a maturacéo, devido a reducdo da contagem microbiana, comparado ao queijo
obtido com leite cru. Gaya et al. (2005) observaram a formacao de aminas biogénicas
apenas no queijo obtido com leite cru e o teor de aminoacidos livres foi superior neste
queijo. Martuscelli et al. (2005) ndo observaram diferenca nos teores totais de aminas
em queijos obtidos com leite cru e pasteurizado, no entanto o teor de histamina foi
significativamente superior no queijo obtido com leite cru. A higiene na obtencéo do leite
para producao de queijos € fundamental, uma vez que as aminas sao termoresistentes,

permanecendo no leite mesmo apds tratamento térmico (LIMA & GLORIA, 1999).
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Tabela 8. Teores de aminas bioativas encontradas em diversos queijos

Teores (mg/100 g)

ueijos Ref.
Quel] HIM TIM TRM FEM SRT PUT CAD EPM EPD AGM
Minas nd-2,50 nd nd -0,72 nd -0,64 nd-0,31 nd-2,64 nd-0,30 0,07-2,58 nd-2,10 nd-0,04 [1]
Gorgonzola 0,45-299 nd-1,07 nd-2,80 0,07-1,03 nd-1,81 0,17-0,80 nd-0,65 0,07-0,55 0,13-3,23 nd-1,79 [1]
Prato nd-6,15 nd-1,75 nd-0,90 nd-1,19 nd-0,57 nd-3,53 nd-3,39 0,07-0,90 nd-2,69 nd-0,35 [1]
Tilsit nd-4,82 nd-0,64 nd-0,48 0,07-1,03 nd-0,52 nd-3,39 0,07-1,83 0,07-2,55 0,07-1,08 nd-0,08 [1]
Gouda nd-19,65 nd-2,47  nd-4,09 nd-1,92 nd-3,04 nd-17,37 nd-3,51 nd-1,13 nd-1,35 nd-1,34 [1]
Mussarela nd-11,33 nd-1,56 nd-0,35 nd-0,26 nd-0,47 nd-1,37 nd-2,34 0,07-1,31 nd-1,06 nd-0,13 [1]
- - - <7,70 - nd <51,40 3,4+0,1 nd - 2]
Provolone nd-6,04 nd-0,44  nd-1,08 nd-1,40 nd-1,40 nd-8,17 nd-111,0 0,07-0,97 nd-2,38 nd-0,18 [1]
Parmesdao nd-0,87 nd-1,00 nd nd-0,04 nd-0,23 nd-1,36 nd-0,25 0,07-0,09 nd-0,15 nd [1]
Parmes&o ralado 011869 012520 nd-034 nd-198 nd-196 008630 .. 007080 nd-123 ndl4l [1]
Queijo ralado 0,13-8,80 nd-21,25 nd nd-1,71 nd-1,27 0,32-2,76 0,30-4,17 0,07-0,08 nd-0,36 nd-0,07 [1]
Queijo Iraniano* nd-244.29  nd-20,23 : - - nd-67,30 S50 - : : 3]
Otlu Peynir nd-68,15 1,8-112,55 nd-17,26 nd-10,00 - nd-84,70 nd-184,45 - - - [4]
Parmeséo maturado nd-5,77 nd-11,67 - nd-5,11 - nd-8,29  nd-3,07 nd-2,69 nd-3,15 nd-0,48 [5]
7,97-
Kashar nd-0,45 0-4,79 nd - 0,01-17,43 nd-0,13 - - - [6]
14,44
Toma Piemontese nd-6,7 3,1-17,8 nd nd - - - - - - [7]
QueijoTcheco maturado nd 6,38-10,14 - - - 4,88-7,01 1,18-7,26 1,15-9,79 - - [8]
Cheddar maturado ™ 4 44+1,86 6,22+2,77 0,027+0,0 0,68+0,19 - 0,140,072 0,41%0,2 nd nd - [9]

Legenda: HIM/Histamina, TIM/Tiramina, FEM/2-Feniletilamina, TRM/Triptamina, SRT/Serotonina, CAD/Cadaverina, PUT/Putrescina, AGM/Agmatina, EPM/Espermina,
EPD/Espermidina. nd: ndo detectado. —: ndo determinado.

* 0s valores encontrados para este queijo estdo em mg/kg de massa seca, e ndo por 100 g de queijo como para as outras referéncias.

** valores médios seguidos do desvio padrao. A tiramina é a p-tiramina.

FONTES: [1] VALE e GLORIA (1998); [2] AVELAR et al. (2005); [3] ALIAKBARLU et al. (2011); [4] ANDIC et al. (2010); [5] SPIZZIRRI et al. (2013); [6] ANDIC et al. (2011);
[7]1 ARLORIO et al. (2003); [8] BUNKOVA et al. (2013); [9] BAKER et al. (1987).



Em estudo realizado com leite adicionado de cultura latica em temperaturas de
incubacéo de 20 e 32 °C durante 24 horas, comprovou-se que 0s teores das aminas
cadaverina, espermidina, tiramina e histamina aumentavam com o tempo e temperatura
de incubacdo. Estes resultados sugerem que, para evitar a formacdo ou minimizar os
teores de aminas formados, deve-se manter a temperatura no menor valor possivel
(SANTOS et al., 2003). Neste mesmo trabalho, os autores observaram que as culturas
iniciadoras sé@o capazes de afetar os tipos e os teores de aminas. Desta forma, estas
devem ser selecionadas quanto a producéo de aminas. A importancia da temperatura de
armazenamento do queijo também foi investigada por Pinho et al. (2001), que
observaram maior formacdo de aminas biogénicas e aminoacidos livres nos queijos
armazenados a temperatura ambiente (25 °C) comparados aos armazenados a 4 °C.

Aliakbarlu et al. (2011) avaliaram diferentes condicbes de salga e maturacdo em
gueijos brancos iranianos na producdo das aminas histamina, putrescina, cadaverina e
tiramina. A maior quantidade total encontrada foi de 267,55 mg/kg em queijos salgados
em salmoura a 13% de cloreto de sodio (NaCl), com 25 dias de maturacdo a 14 °C,
sendo a histamina encontrada em maior quantidade (244,29 mg/kg). Individualmente,
putrescina foi encontrada em seu maior teor (67,30 mg/kg) nos queijos salgados em
salmoura a 16% de NaCl, com 75 dias de maturacdo a 9 °C. Porém, nao foi detectada
guando a salmoura passou para 13% de NaCl aos 50 dias de maturacdo. Cadaverina foi
a amina mais frequente tendo sido detectada em todos os 16 queijos analisados e seu
maior valor (82,09 mg/kg) foi encontrado aos 25 dias de maturacao, tendo sido utilizada
salmoura a 10% de NaCl na salga e temperatura de 9 °C para estocagem dos queijos.
A tiramina foi encontrada em apenas seis queijos (de um total de doze) e em baixos
teores (média de 7,73 mg/kg).

O queijo Gouda chileno apresentou concentracao total de aminas biogénicas entre
47,9 e 150 mg/kg, sendo que estes ndo causam riscos ao consumo humano (BRITO et
al., 2014). Os autores demonstraram que o teor de aminas biogénicas nos queijos
aumentou com o aumento de atividade de agua, da concentracdo de aminoacidos livres
e também da contagem de enterobactérias nos queijos.

Em estudo realizado com o queijo turco Otlu Peynir (Herby cheese), aminas
biogénicas foram detectadas em quantidades maiores que 1000 mg/kg em 10 das 30
amostras analisadas. Uma grande variacao no teor de aminas biogénicas foi encontrada
nos queijos, o que foi correlacionado a diferengas na intensidade do processo de
maturagcdo (ANDIC et al., 2010). Outro queijo turco, o Kashar, também foi pesquisado

guanto ao seu perfil de aminas biogénicas. Putrescina, triptamina e tiramina foram as

58



principais aminas encontradas neste queijo. O periodo de estocagem teve efeito
significativo para todas as aminas pesquisadas com excec¢ao da cadaverina para queijo
em embalagem sem vacuo. Baixas temperaturas de estocagem (4 °C) e embalagem a
vacuo no queijo Kashar limitaram a formacéo de feniletilamina, cadaverina e histamina
(ANDIC et al., 2011).

Estes estudos demonstraram que € possivel controlar a formacdo de aminas
biogénicas, principalmente tiramina e histamina, com boas praticas de fabricacéo,
utilizando matéria-prima de boa qualidade, realizando o tratamento térmico do leite,
utilizando culturas iniciadoras selecionadas (n&o produtoras ou com baixa producao de
aminas biogénicas) e controle do tempo e temperatura durante a maturacdo e
armazenamento (PINHO et al., 2001; SANTOS et al., 2003; NOVELLA-RODRIGUEZ et
al., 2004; GAYA et al., 2005; MARTUSCELLI et al., 2005; ALIAKBARLU et al., 2011;
ANDIC et al., 2011).

7.4 Determinacao de aminas em queijos

Os estudos de ocorréncia de aminas bioativas, bem como os de controle de sua
formacao em alimentos ndo seriam possiveis sem o suporte dos métodos analiticos. Os
métodos mais utilizados para determinacdo de aminas em queijos sdo métodos
cromatograficos. Praticamente todas as técnicas envolvem trés etapas: extracao,
purificacdo e determinacao analitica (LOIZZO et al., 2013). A extracdo das aminas em
queijos por diversos solventes foi estudada por Custédio et al. (2007), que avaliaram a
eficiéncia dos &cidos cloridrico, tricloroacético, perclérico, sulfosalicilico e acético, além
de tampé&o borato, metanol e etanol na extracdo de aminas em queijo Parmeséo ralado,
tendo sido o acido cloridrico o preferido pelos autores por apresentar uma boa
recuperacao e também vantagens analiticas.

A separacao das aminas é normalmente realizada por cromatografia liquida de fase
reversa — HPLC e UHPLC. A grande maioria dos métodos empregam detectores
fluorimétricos com derivagéo pré ou pos-coluna. Os agentes de derivagdo mais utilizados
sdo o-ftalaldeido, cloreto de dansila, cloreto de dabsila, 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimida (AQC), entre outros (ONAL et al., 2013).

Outros métodos podem ser utilizados em que as aminas biogénicas sao
indiretamente detectadas pela presenca de microrganismos capazes de produzir essas
substéancias na amostra. Para deteccdo desses microrganismos € feita uma

caracterizacao dos genes que codificam a producéo da enzima aminoacil-descaboxilase
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por PCR (Polymerase Chain Reaction) nas estirpes presentes no alimento. Existe uma
alta correlacéo entre a presenca do gene produtor da enzima citada e a producao de
aminas biogénicas. Essa estratégia tem sido utilizada com sucesso em queijos e tem a
vantagem de predizer o potencial de produgéo de aminas biogénicas, antes mesmo que
elas sejam detectadas no produto (LOIZZO et al., 2013).

8. Métodos analiticos para a determinacdo simultanea de aminoacidos livres e
aminas bioativas

Aminoacidos sdo precursores da formagdo de aminas, dessa forma, métodos
analiticos que analisem as duas classes de compostos sdo interessantes por proverem
informacé&o sobre a qualidade nutricional e higiénica dos produtos, além de possibilitar o
monitoramento de processos-chave para a sua formacdo, como por exemplo a
maturacdo de queijos (FIECHTER et al., 2013).

Aminoacidos livres e aminas bioativas sao dificeis de analisar simultaneamente
devido a diversidade estrutural (esqueletos alifaticos, aromaticos e heterociclicos,
presenca de grupos com diferentes valores de pK). Para a determinacdo simultanea
dessas duas classes de compostos, alguns problemas podem ocorrer, com relagéo a
separacdo adequada e tempo de retencdo, principalmente em andlise de alimentos e
matrizes biol6gicas complexas (HE et al., 2016).

Atualmente a grande maioria das determinacdes de aminas e aminoacidos é feita por
cromatografia liquida de fase reversa, seja por HPLC convencional ou mais
recentemente UHPLC (em que as colunas sdo empacotadas com particulas menores
que 2 um), que aumentam a eficiéncia da separacdo cromatografica por ser mais
seletivo, ter melhor resolucdo de picos e ser mais rapido que os cromatografos
tradicionais (FIECHTER et al.,2013; SENTELLAS et al., 2016). Outros métodos como a
eletroforese capilar também tém sido aplicados para separacdo destes compostos
(ADIMCILAR et al., 2017). A eletroforese capilar € simples, rapida e confiavel, porém
usualmente apresenta baixa detectabilidade quando comparada com outros métodos
(PAPAGEORGIOU et al., 2018)

A heterogeneidade quimica complica a separagao e é um desafio para a escolha de
um detector adequado (MAZZUCCO et al.,, 2010; TUBEROSO et al,, 2015). Os
detectores mais utilizados sdo os fluorimétrico, UV, e arranjo de diodos — PDA
(REDRUELLO et al.,, 2013; HU et al.,, 2014; SIROCCHI et al.,, 2014). O uso do
espectrometro de massas acoplado ao cromatégrafo liquido esta cada vez sendo mais

utilizado por eliminar a etapa de derivagdo quimica, necessaria quando se usa 0s
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detectores fluorimétrico e UV, para adi¢do de grupos cromoéforos aos compostos, porém
efeito matriz tem sido observado (GOSETTI et al., 2007; SIROCCHI et al., 2014). Outras
opcbes tém sido testadas como um detector de condutividade sem contato
capacitivamente acoplado (C*D) para eletroforese capilar, utilizado para determinacdo
de aminas biogénicas em produtos lacteos (ADIMCILAR et al., 2017) e o detector
evaporativo de espalhamento de luz — ELS acoplado a HPLC para analise de aminas em
queijos (RESTUCCIA et al., 2011).

Previamente a separagdo cromatogréafica, € necesséaria a extragdo das aminas e
aminoacidos da matriz alimentar de origem, pré-concentracdo e derivagdo
(PAPAGEORGIOQOU et al., 2018). Para amostras complexas como produtos fermentados,
onde a coexisténcia de aminas e aminoacidos pode ser prevista, espera-se que ambos
sejam retirados juntos na etapa de extracao e a derivacédo ocorra de forma simultanea
para as duas classes de compostos aminados, dependendo do agente derivante
empregado nesta etapa (FIECHTER et al., 2013).

A derivacdo quimica minimiza os problemas relacionados as diferencas quimicas dos
compostos e escolha de detectores adequados, pois a adicdo de um grupo funcional as
moléculas-alvo pode tornar o método mais sensivel e seletivo, diminuindo a interferéncia
endogena (HE et al.,, 2016). Os reagentes de derivacdo mais comuns para essa
aplicacdo sao: dietil etoximetileno malonato (DEEMM), cloreto de dansila, fenil-iso-
tiocianato (PITC), 6-aminoquinolil-N-hidroxi succinimidil carbamato (AQC), o-ftalaldeido-
etanotiol (OPA-ET), 9-fluorenilmethil cloroformato (FMOC) e 4-carbonil cloreto rodamina
(CCR) (ALONSO et al., 1994; KOROS et al., 2008; KABELOVA et al., 2009; MAZZUCCO
etal., 2010; FIECHTER et al., 2013; REDRUELLO et al., 2013; HE et al., 2016; POVEDA
et al., 2016). Algumas técnicas utilizadas na determinacdo de aminoacidos e aminas
estdo descritas na Tabela 9.

O agente derivante AQC possui a vantagem de reagir com aminas primarias e
secundarias em uma Unica etapa, além de originar compostos derivados estaveis
altamente fluorescentes por varios dias. O excesso de reagente se hidrolisa rapidamente
e 0 produto secundario da reacdo € facil de ser identificado por possuir tempo de
retencdo distinto dos analitos derivados (COHEN, 2001; GRUMBACH et al., 2006). A

Figura 13 mostra a reacéo de derivagao de grupos amino pelo AQC.
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Figura 13. Reacdo de derivagdo de grupos amino por 6-aminoquinolil-N-hidroxi
succinimidil carbamato (AQC).

Fonte: adaptado de GRUMBACH et al. (2006).
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Tabela 9. Resumo de algumas técnicas cromatograficas utilizadas para determinacdo de aminoacidos livres (AA) e aminas bioativas

(AB) em queijos

Unidade de

Amostras medida/analitos

Padrao
interno

Preparo da amostra

Derivacéo

Parametros cromatograficos

Detector

Ref

Queijo regional

(Espanha) feito  mg/kg em extrato

a partir de leite seco.
de cabra 21 AA
pasteurizado. 6 AB
n=8.
Queijos de
massa acida e mg/100 g
cozida 23 AA
(Austria). 15 AB
n=15.
Queijos nédo
especificados mg/kg
(China). 8 AA
_ 9 AB
n=6.
Toma ma/k
Piemontese e 99
Pecorino Sardo 4 AA
4 AB

(Italia)

Acido L-2-

aminoadipico.

L-norvalina

1,7 diamino
heptano

Solucéo NSpH 4,6, adicionada
de padrdo interno foi
centrifugada em Centriprep
Centrifugal Filter Units com
cut-off de 3.000 Da (Milipore®).

Extracdo com acido perclérico
0,6 M (Ultra-Turrax, shaker e
centrifugacdo, 3 extracdes).
Neutralizagdo NaOH 0,55M.

Homogeneizagdo da amostra
em banho ultrassom,
acidificagdo com HCI 0,1 M,
centrifugacgéo.

Extragdo com HCI 0,1 M
(shaker e centrifugagéo,
1 extracao).

Pré-coluna com dietil
etoximetilenemalonato
(DEEMM) em tampéo
borato pH 9,0 e
metanol.

Pré-coluna com kit
comercial Waters
AccQ.Fluor® (reagente
AQC em tampéo
borato)

“in situ derivatization
ultrasound-assisted
dispersive liquid-liquid
microextraction” (in situ
DUADLLME) com CCR

Pré-coluna, com cloreto
de dansila. Apos
reagdo e centrifugacao,
limpeza em cartucho
de extracdo de fase
sélida (SPE)

HPLC. Coluna C18 com 5 um de
tamanho de particula (250 mm x
4,6 mm). Fases moéveis: A) tampao
acetato 25 mM pH 5,8 com 0,02%
de azida sodica; B) mistura
80:20 ACN/metOH.

Tempo de corrida 80 minutos.

UHPLC. Coluna C18 com 1,7 pm
de tamanho de particula (50 mm x
2,1 mm). Fases moveis: A) tampao

acetato 0,1M pH 4,8; B) ACN.
Tempo de corrida 12 minutos.

UHPLC Coluna C18 com 1,8 um de
tamanho de particula (50 mm x 2,1
mm). Fases mdveis: A) acido
férmico 0,1% em 5% ACN/agua; B)
acido formico 0,1% em ACN.
Tempo de corrida 10 minutos.

HPLC Coluna C18e com 5 um de
tamanho de particula (250 mm x 4
mm). Fases mdveis: A) ACN; B)
formiato de aménio 9 mM pH 3,4.
Tempo de corrida 36 minutos.

Arranjo de diddos
(PDA) a 280 nm
para todos os
componentes a
excecao do ion
amonio, 269 nm.

Ultravioleta
ajustavel (UV) a
249 nm.

Sistema triplo
quadrupolo
MS/MS

Arranjo de dibédos
(PDA) a 254 nm

[1]

(2]

(3]
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Tabela 9. Continua

Amostras melfjriltljda?gr?a?i?os ﬁatg:ﬁg Preparo da amostra Derivacéo Parametros cromatograficos Detector Ref
Qu_eljos Desproteinizacio com HCl, Pre-colu_na com kit HPLC Coluna Cl}8e com 4 um de Detector de
variados - comercial Waters tamanho de particula (150 mm x P

P a/kg acido a- Ultra-Turrax, banho ultrassom, ® A fluorescéncia

(Republica - . . o AccQ.Fluor® (reagente 3,9 mm). Fases méveis: A) Waters . [5]

16 AA aminobutirico centrifuga. Adigdo de TCA, = ® multi A (Aex 250
Tcheca). banhonde gelo e centrifuaa AQC em tampéo AccQ Tag Eluent A®, B) ACN, C) nm € Aem 395 NM)
n=25. 9 ga. borato) agua. Tempo de corrida 53 minutos. em

Emmental, Extragdo em HCI 0,1 M + 0,2%

Gouda, TDPA (Ultra Turrax, banho de Pré-coluna com dietil UtHaPmLa(l:wI%oguenaagt}fufgr(qggnhlm )c(zle

Manchego, mg/kg Acido L-2- ultrassom, centrifuga). etoximetilenemalonato 2.1 mm) Faseps méveis: A) tampdo  Arranjo de diodos
Burgos, 22 AA aminoadipico Desproteinizagdo do (DEEMM) em tampdo a,cetato éS mM pH6 7+6 02%az‘i)da (PDA{) a 280 nm [6]

Cabrales, 7 AB ’ sobrenadante por borato pH 9,0 e PO ! !

Cheddar membrana/centrifugagéo. metanol. sodlcaaS)CchﬁtdOaHl,OCr)nﬁgg .STempo

(Espanha) 2 extragoes. )

Queijos Prato mg/100 g extrato

artesanais seco
(ﬁr:alsz")' 22 AA
Queijos azul,
defumado e 92/100 9
1AA
Port Salut 9 AB
(Hungria)

Extracdo com acido perclérico
(homogeneizagao, centrifuga,
filtragem). Ajuste do pH para
6,0 com KOH, banho de gelo,
filtragem. Concentragéo por
evaporagao a vacuo,
ressuspensdo em NaHCO3 pH
8,5, filtragem.

Desproteinizag&o com &cido
perclérico 1 M, seguido de
centrifugacéo e filtracao.

Pré-coluna com PITC.
Extrato evaporado até
a secagem antes da
adi¢éo da solugéo
derivante; excesso

evaporado em seguida.

Pré-coluna em duas
etapas; primeiro com
OPA/ET e em seguida
com FMOC.

HPLC Coluna C18 com 5 pm de
tamanho de particula (250 mm x
4,6 mm). Fases méveis: A) acetato
de sédio.3H:z0, trietanolamina, ACN
e acido acético glacial até pH 6,4;
B) mistura 60:40 ACN/agua. Tempo
de corrida 20,5 minutos.

HPLC Coluna Hypersil com 5 uym de
tamanho de particula (250 mm x
4,6 mm). Fases moveis: A)
ACN/acetato de sédio 0,36M/agua
10/5/85%; B) metOH/acetato de
sédio 0,36M/agua 55/8/37%; C)
ACN/acetato de sédio 0,36M/agua
55/5/40%; D) ACN. Tempo de
corrida 62 minutos.

Arranjo de diodos
(PDA) a 254 nm

Arranjo de dibédos
(PDA a 334/262
nm) combinado
com detector de

fluorescéncia
(Aex337 Nm e
Aem 454 nm)

[7]

(8]

Fontes: [1] POVEDA et al. (2016); [2] FIECHTER et al. (2013); [3] HE et al. (2016); [4] MAZZUCCO et al. (2010); [5] KABELOVA et al. (2009); [6] REDRUELLO et
al. (2013); [7] GOROSTIZA et al. (2004); [8] KOROS et al. (2008).
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CAPITULO |

PARAMETRO§ DE DESEMPENHO EM METODO UHPLC-UV PARA
QUANTIFICACAO DE AMINOACIDOS LIVRES E AMINAS BIOATIVAS
EM QUEIJOS MUSSARELA, PRATO, PARMESAO E GORGONZOLA *

* Capitulo publicado em MOREIRA, G.M.M.; SOBRAL, D.; COSTA, R.G.B.; PAULA, J.C.J.; FERNANDES,
C.; GLORIA, M.B.A. Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes, v. 72, n. 4, p. 192-204, 2017
(ANEXO II).

1. Objetivos

Esse trabalho teve como objetivo determinar parametros de desempenho
(linearidade, sensibilidade, faixa de trabalho, seletividade, efeito matriz, preciséo,
recuperacao, limites de deteccdo e quantificacdo) para um método de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia para determinacdo simultanea de 19 aminoacidos livres, 10
aminas bioativas e do ion aménio, em quatro variedades de queijos produzidos no Brasil:

Mussarela, Prato, Parmeséo e Gorgonzola.
2. Material e Métodos

2.1 Material

2.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nas analises cromatograficas eram de grau analitico, exceto
a acetonitrila, que era de grau cromatografico. As solucdes foram preparadas com agua
ultrapura obtida de Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA). As fases
moveis foram filtradas em membrana de 0,22 um de tamanho do poro e 47 mm de
didmetro (Millipore Corp., Milford, MA, EUA). Os padrbes de aminas bioativas e
aminodcidos utilizados foram: alanina (98%), monohidrocloreto de arginina (98%), acido
aspartico (98%), acido glutamico (99%), cistina cristalina (98%), fenilalanina (98%),
glicina (99%), monohidrocloreto de histidina monohidratado (98%), isoleucina (98%),
monohidrocloreto de lisina (98%), leucina (98%), metionina (98%), prolina (99%), serina
(99%), tirosina (98%), treonina (98%), valina (98%), cloridrato de beta-feniletilamina
(98%), serotonina creatinina sulfato mono hidratado (100%), cloridrato de tiramina (98%),

dicloridrato de cadaverina (98%), dicloridrato de histamina (99%),
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dicloridrato de putrescina (98%), sulfato de agmatina (97%), tetracloridrato de espermina
(100%), tricloridrato de espermidina (98%) e triptamina (98%), glutamina (99%),
asparagina (98%), norvalina (99%), todos adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, EUA). Cloreto de amoénio (100%) foi adquirido da Synth (Diadema, SP, Brasil). A
derivacdo foi feita utilizando kit Waters AccQ.Fluor® contendo tampédo borato e o

derivante 6-aminoquinolil-N-hidroxi succinimidil carbamato (AQC).

2.1.2 Queijos

Os queijos Mussarela, Prato, Parmesdo e Gorgonzola foram produzidos em trés
repeticbes no Nucleo Industrial da EPAMIG — Instituto de Laticinios Candido Tostes, em
Juiz de Fora, MG, conforme metodologia descrita em Dutra e Munck (2002).

2.2 Métodos

2.2.1 Preparo de amostras e derivacao

A extracdo das aminas e aminoacidos das amostras de queijos ocorreu conforme
descrito em Custodio et al. (2007), usando acido cloridrico 1 mol/L como reagente
extrator, seguido de agitacdo em agitador orbital Tecnal® modelo TE-140 (250 rpm por
10 minutos), centrifugacéo (11.180 xg por 21 minutos a 4 °C) e filtragem em papel de
filtro qualitativo. Foram realizadas trés extracdes sucessivas vertendo no mesmo balédo
volumétrico, sendo adicionado o padrdo interno L-norvalina para concentragdo final in
column de 25 pmol antes de se completar o volume do bal&o.

A derivacdo das aminas e aminoacidos nos extratos ocorreu segundo metodologia
descrita em Fiechter et al. (2013). Ap6s neutralizacdo dos extratos com hidréxido de
sédio 1 mol/L e centrifugacdo (16.000 xg, por 10 minutos a 4 °C), as aminas e
aminoacidos foram derivados (derivacao pré-coluna) por reacdo com 6 aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AQC) utilizando o kit Waters AccQ.Fluor®. A 5 pL de
extrato neutralizado foram adicionados 35 pL de tampé&o borato AccQ.Fluor® e 10 pL de
reagente AQC. Apds 1 minuto de descanso, o extrato foi aquecido a 55 °C por 10 minutos
em banho-maria para completar a reacao de derivacdo. As amostras derivadas foram
filtradas em filtros de seringa com 0,22 um de poro (Whatman®, GE Healthcare, Reino
Unido) para vial Total Recovery® Waters e analisadas por cromatografia liquida de ultra

eficiéncia.
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2.2.2 Andlise cromatografica

A analise cromatogréafica das aminas e aminoacidos derivados foi realizada conforme
descrito em Fiechter et al. (2013). Foi utilizado cromatografo liquido de ultra eficiéncia
Waters Acquity® Ultra Performance LC (UPLC®) equipado com um detector Acquity®
ultravioleta ajustavel (UV) (Waters, Milford, MA, EUA). Para a separacao utilizou-se
coluna de fase reversa Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um). A fase movel foi
constituida de: A) tampdao acetato de sédio 0,1 mol/L em agua ultrapura com pH ajustado
para 4,8 com acido acético p.a. e B) acetonitrila de grau cromatografico, ambos filtrados
a vacuo em membrana com poro de 0,22 um (GV Durapore Merck®) e sonicados por 30
minutos. Foi empregado modo de eluicdo gradiente, conforme apresentado na Tabela
[.1. O volume de inje¢cdo de amostra foi 2 L, a vazao da fase movel foi de 1 mL/min e o
comprimento de onda de deteccdo foi 249 nm a uma taxa de amostragem de 40
pontos/segundo. O software Waters Empower 2 foi utilizado para controle do UHPLC e
aquisicdo dos dados. A identificacdo das aminas e aminoécidos foi feita por comparacéo
do tempo de retengcdo dos picos dos analitos na amostra em relagdo aos da solugéo
padrdo e também pela adicdo da substancia suspeita a amostra. O calculo da
concentracdo das aminas e aminoacidos foi feito por interpolacéo nas respectivas curvas
analiticas (R? 20,971).

Tabela I.1. Gradiente de concentracdo das solucdes de fases méveis empregadas na
separacdo das aminas bioativas e aminoacidos livres nos extratos de queijo

Tempo (minutos) % A (tampdao acetato pH 4,8) % B (acetonitrila)
inicial 100 0
2,5 100 0
4,0 97 3
9,0 70 30
10,0 70 30
10,5 0 100
11,0 0 100
11,5 100 0

Reequilibrio as condi¢des iniciais por mais 1,5 min.
Tempo total de corrida: 13 minutos.
Fonte: adaptado de Fiechter et al. (2013).

2.2.3 Desempenho do método

Os experimentos de avaliacdo do desempenho do método analitico foram conduzidos
segundo o Manual de Garantia da Qualidade Analitica (BRASIL, 2011). Os dados obtidos
foram tratados no software estatistico Minitab® verséo 14 (State College, PA, EUA).
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3. Resultados

3.1 Linearidade, Sensibilidade e Faixa de Trabalho

As quatro variedades de queijos estudadas foram analisadas quanto ao teor de
aminoacidos livres e aminas bioativas, no sentido de determinar o queijo com menor
concentracdo de analitos para ser utilizado na determinacéo da curva padrdo na matriz,
devido a impossibilidade de se obter uma matriz branca. As analises foram realizadas
apos 15, 8 e 29 dias de fabricacdo e 14 dias apo6s perfuracdo dos queijos Mussarela,
Prato, Parmesdo e Gorgonzola, respectivamente. O queijo Mussarela foi o que
apresentou os menores teores de todos os analitos (menor que 2 pmol in column, ponto
minimo da curva de calibracdo). Dessa forma esta matriz foi escolhida para determinacéo
da curva de calibragdo em matriz.

Para construcdo da curva de calibracdo foram escolhidos seis (6) niveis de
concentracdo (FIECHTER et al., 2013) com concentracédo final in column de 2, 20, 40,
60, 80 e 100 pmol. Norvalina foi usada como padrao interno em concentracdo constante
de 25 pmol in column. Considerando a técnica utilizada, as diluicées aplicadas e a massa
molar de cada analito, os pontos minimo e maximo da curva em mg analito/100 g queijo
estdo apresentadas na Tabela I.2. Cada solucéo foi preparada 3 vezes e injetada 2 vezes
aleatoriamente. Os dados obtidos foram tratados pelo Método dos Minimos Quadrados
Ponderados (BRASIL, 2011) sendo que para todos os analitos as equacdes lineares
foram significativas. Os parametros das equacoes das retas de calibragdo — o intercepto
e ainclinacao (sensibilidade), bem como o coeficiente de determinagéo obtido para cada

analito, estdo também descritos na Tabela |.2.

3.2 Seletividade e efeito matriz

De acordo com o Manual de Garantia da Qualidade Analitica (BRASIL, 2011), a
verificacdo da seletividade do procedimento analitico deve ser realizada por comparacao
entre a resposta analitica do extrato da matriz, da matriz fortificada e do analito puro em
solvente. O método foi seletivo para todos os analitos estudados em todos as quatro
variedades de queijo avaliadas, ndo apresentando deslocamento de pico na matriz em
relacdo ao solvente. Esses resultados foram comprovados por fortificacao individual de
cada analito em extrato de cada queijo, e um exemplo de cromatograma comparativo
entre uma amostra de queijo Parmeséo e o pool de amino&cidos e aminas em solugéo

esta demonstrado na Figura I.1.
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Tabela I.2. Minimo e maximo da faixa de trabalho, intercepto (a) e inclinacéo (b) da curva
analitica e coeficiente de determinacdo (R?) para cada analito calculado em extrato de

matriz fortificada

Faixa trabalho (mg/100 g)

Curva analitica

Analitos — —
minimo maximo a b R?

fon Aménio 0,3 17,0 0,134 0,023 0,992
Aminoéacidos

Acido Aspartico 2,7 133,1 0,072 0,025 0,997
Acido Glutamico 2,9 147,1 0,044 0036 0,998
Alanina 1,8 89,1 0,079 0,034 1,000
Arginina 3,5 174,2 0,057 0,035 0,998
Asparagina 2,6 132,1 -0,058 0,034 0,996
Cistina 4,8 240,3 0,007 0,065 0,998
Fenilalanina 3,3 165,2 0,071 0,043 0,992
Glicina 15 75,1 0,096 0,019 0,999
Glutamina 2,9 146,1 0,285 0,043 0,984
Histidina 3,1 155,2 0,024 0,037 0,996
Isoleucina 2,6 131,2 0,027 0,040 1,000
Leucina 2,6 131,2 0,091 0,048 0,995
Lisina 2,9 146,2 0,203 0,057 0,996
Metionina 3,0 149,2 0,018 0,039 0,999
Prolina 2,3 1151 0,007 0,038 0,999
Serina 2,1 105,1 0,005 0,030 1,000
Tirosina 3,6 181,2 0,030 0,038 0,993
Treonina 2,4 119,1 0,039 0,034 1,000
Valina 2,3 117,2 0,082 0,034 1,000
Aminas

Agmatina 2,6 130,2 -0,007 0,035 1,000
Cadaverina 2,0 102,2 0,021 0,063 0,993
Espermidina 2,9 145,2 -0,039 0,065 0,971
Espermina 4,0 202,3 -0,066 0,056 0,998
Feniletilamina 2,4 121,2 0,002 0,040 0,996
Histamina 2,2 111,2 -0,003 0,030 0,999
Putrescina 1,8 88,2 0,013 0,067 0,997
Serotonina 3,5 176,2 -0,014 0,036 0,993
Tiramina 2,7 137,2 0,046 0,041 0,996
Triptamina 3,2 160,2 -0,031 0,049 0,997

Apesar de seletivo, 0 método apresentou efeito matriz por alteracéo de intensidade

de resposta analitica quando quantificado em extrato de queijo em comparac¢ao ao pool

em solvente. Foram elaboradas amostras com 3 niveis de fortificacdo em extrato de cada

gueijo e em solvente, em 6 repeticdes. Para o queijo Gorgonzola, a glicina e a prolina

foram os Unicos analitos entre os 30 analisados que nao apresentaram efeito matriz em
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todos os niveis de fortificagdo avaliados, enquanto todos os outros apresentaram efeito
matriz em pelo menos um nivel. Nao apresentaram efeito matriz em nenhum nivel para
a Mussarela: histidina, treonina, isoleucina e tiramina; para 0 queijo Prato: treonina
isoleucina, triptamina e para o Parmesao: histidina, agmatina, fenilalanina e espermina.
Dessa forma, o uso da equacéo calculada em experimento utilizando a matriz como base

evita erros de quantificacdo dos analitos nas amostras.
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Figura I.1. Cromatograma comparativo de uma amostra de queijo Parmeséao apés 3
meses de fabricacéo (picos menores e mais escuros) e um pool dos aminoacidos e
aminas em solucao (picos maiores em sobreposi¢cao, mais claros).

3.3 Precisao

A precisdo de um método analitico esta relacionada com a dispersédo dos resultados
de ensaios independentes de uma mesma amostra sob condi¢des definidas (BRASIL,
2011). Dessa forma, o experimento foi realizado em seis (6) repeticdes utilizando os
extratos de cada queijo fortificados com o pool de aminoacidos e aminas bioativas em 3
niveis de concentragdo (20, 30 e 40 pmol in column para os aminoacidos e amoénio, e

26, 40 e 53 pmol in column para as aminas), sem variagdo de analista e dia de analise
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(cada queijo teve suas analises realizadas no mesmo dia com as mesmas solugdes). O
Manual de Garantia da Qualidade Analitica (BRASIL, 2011) preconiza coeficiente de
variacdo (CV) de no maximo 7,3% para a precisdo do método considerando a faixa de
fortificacdo aplicada, o que foi atingido na grande maioria dos resultados (Tabela 1.3).
Porém, conforme recomendado pela Diretiva 657/2002 (COMISSAO EUROPEIA, 2002),
todos os coeficientes de variacdo encontrados estao dentro do esperado e aceitavel para

concentracdes de analitos superiores a 1 mg/kg, que é de 10%.

3.4 Recuperacao

A recuperacdo de aminoéacidos, aminas e do ion amonio foi realizada em seis
repeticdes e trés niveis de fortificacdo para cada queijo estudado, a partir da etapa de
extracdo dos analitos nos queijos. Dentre as determinacdes realizadas, 21,4% obtiveram
recuperacédo acima de 80%, 56,2% entre 70 e 80% e 22,3% menor que 70% (Tabela 1.4).
O queijo que apresentou melhores percentuais de recuperacéo foi o Prato. O Manual de
Garantia da Qualidade Analitica (BRASIL, 2011) e a Diretiva 657/2002 (COMISSAO
EUROPEIA, 2002) recomendam recuperagcao entre 80 e 110% para concentracdes
acima de 0,1 mg/kg. A derivacdo aumenta a quantidade de etapas analiticas,
aumentando o risco de perdas e diminuicao da recuperacéo (LOIZZO et al., 2013). Além
disso, o experimento de recuperacédo, quando realizado por fortificacdo de um pool de
analitos (e ndo de analitos isolados), possui a limitagcdo de uma etapa extra de preparo
da solucdo concentrada com todos os analitos a serem testados, apresentando

dificuldade de diluicdo conjunta e erros acumulados na pesagem de todos 0s compostos.

3.5 Limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ)

O limite de deteccédo € a menor concentracdo de um composto que o método € capaz
de distinguir de zero confiavelmente, enquanto o limite de quantificagdo é a menor
concentracdo que o método € capaz de quantificar de forma aceitavel (BERNARDES &
SOUZA, 2011).

A determinagé&o dos limites de detecc¢éo (LD) e quantificacéo (LQ) pode ser realizada
de diversas formas, segundo varios manuais de validacao disponiveis, sendo o método
mais utilizado o da relacdo sinal-ruido para técnicas analiticas em geral. Apesar disso,
técnicas cromatograficas podem apresentar erros quando essa abordagem de medicao

€ utilizada, uma vez que as condigbes cromatograficas podem afetar o resultado final
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Tabela 1.3. Coeficientes de variagdo para as determinacdes em condicbes de
repetitividade de aminas, aminoé&cidos e ion aménio em trés niveis de concentracdo para
0s queijos Gorgonzola, Mussarela, Parmeséo e Prato

Coeficientes de variacao por nivel de concentracéo

Analitos Gorgonzola Mussarela Parmesao Prato
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
fon Aménio 8,18 8,81 6,08 6,35 3,49 3,10 3,80 3,98 5,07 7,37 8,89 4,79

Aminoacidos
Acido Aspartico 5,07 1,52 4,47 9,17 3,46 4,73 1,83 2,69 3,28 3,21 8,49 6,25
Acido Glutamico 4,96 7,53 4,83 6,21 4,95 2,81 4,99 3,80 3,38 8,08 6,21 4,19

Alanina 443 595 2,82 6,35 3,66 1,85 2,07 2,66 1,67 2,59 2,15 3,57
Arginina 1,39 1,84 3,37 8,20 2,56 1,83 1,48 2,19 4,76 2,97 2,53 3,25
Asparagina 4,34 539 269 6,73 597 4,00 2,65 3,55 2,90 4,33 5,22 5,47
Cistina 1,33 2,24 3,34 8,47 156 1,64 1,18 2,11 556 2,99 2,44 3,27
Fenilalanina 3,27 3,18 2,97 8,18 2,43 1,88 1,34 1,93 6,34 2,61 2,36 3,64
Glicina 789 9,85 4,01 9,86 2,90 2,79 2,58 3,56 4,28 6,83 6,55 6,09
Glutamina 9,32 6,29 3,28 7,09 2,67 3,83 - - - 7,93 9,78 4,99
Histidina 1,82 2,88 3,40 7,93 4,63 2,92 1,18 1,88 8,74 2,97 5,21 2,77
Isoleucina 3,28 3,68 3,58 4,97 2,30 2,83 1,26 1,81 590 2,44 2,40 3,91
Leucina 232 2,75 2,64 8,41 2,02 2,08 1,31 1,90 3,19 2,52 2,22 3,29
Lisina 0,93 3,04 4,02 956 4,75 2,87 1,38 2,47 3,45 2,38 2,31 5,42
Metionina 4,09 384 3,14 1,23 1,51 3,40 2,84 1,92 3,82 6,39 4,42 1,99
Prolina 3,57 390 3,84 7,85 1,82 1,58 1,66 2,04 3,36 2,06 1,89 3,09
Serina 4,07 3,41 3,17 5,60 3,13 4,69 3,71 2,55 4,89 4,43 7,07 8,50
Tirosina 1,67 2,34 3,42 7,92 150 2,29 1,28 1,88 591 3,67 2,34 3,10
Treonina 1,72 3,30 3,21 7,87 2,66 2,05 1,52 2,43 2,74 2,97 3,02 2,79
Valina 4,12 091 3,28 2,85 1,28 8,45 3,10 2,13 3,23 4,41 2,49 4,81
Aminas

Agmatina 7,25 7,02 598 9,78 505 4,34 1,16 2,80 3,76 1,20 4,19 6,67
Cadaverina 9,84 9,29 0,31 3,12 0,85 7,01 2,29 2,46 1,49 580 9,31 2,03
Espermidina 1,17 8,75 10,26 0,28 0,69 5,69 5,12 3,69 9,44 4,20 5,63 7,30
Espermina 2,30 091 7,72 7,40 8,83 6,76 3,58 9,59 6,50 4,01 0,36 2,59
Feniletilamina 6,99 6,70 1,64 6,81 8,04 6,78 3,23 2,06 6,53 9,72 9,88 2,56
Histamina 3,84 458 2,01 8,20 353 1,51 1,19 2,28 552 3,56 3,03 3,40
Putrescina 522 553 3,60 1,73 593 7,43 2,95 1,97 1,05 2,33 6,53 1,56
Serotonina 291 8,80 242 8,25 8,84 4,71 2,47 2,44 8,44 1,10 7,42 1,41
Tiramina 3,99 698 7,94 850 6,32 6,32 2,04 1,77 6,03 2,38 4,70 1,67
Triptamina 2,10 365 5,82 8,90 054 8,31 1,82 2,52 6,35 4,92 9,73 2,43

Legenda: (-) ndo determinado.

(picos maiores aumentam a relacdo sinal-ruido, condicbes de uso e tipo da coluna

também causam alteracdes), além do fato de a curva analitica ser construida com a area
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e ndo somente com o sinal do detector. Dessa forma, recomenda-se o calculo do LD e
LQ com base nos parametros da curva analitica, que é estatisticamente mais confiavel.
Assim o LD pode ser expresso como 3,3 6/S e o LQ como 10 0 /S, onde o € a estimativa
do desvio padrao da resposta, que pode ser a estimativa do desvio padrao do branco,
da equacdo da linha de regresséo ou do coeficiente linear da equacao e S € a inclinagédo

ou coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

Tabela 1.4. Médias das porcentagens de recuperacdo e desvio padrdo para aminas,
aminoacidos e ion aménio em queijos Gorgonzola, Mussarela, Parmeséo e Prato

Percentual médio de recuperacdo/queijo

Analitos Gorgonzola Mussarela Parmeséao Prato
fon Aménio 71,185 68,045,2 54,6+4,0 79,7+11,5
Aminoécidos

Acido Aspartico 98,8+2,0 95,4+3,1 81,6+2,8 100,5+9,6
Acido Glutamico 70,3+7,9 75,0+0,8 70,0+1,6  85,8+2,7
Alanina 71,048,7 71,3+2,5 65,0£3,8 72,746,7
Arginina 64,248,6 64,4+5,2 63,6158 70,3%4,0
Cistina 71,1449 73,0+1,1 70,0+4,1  75,8%3,7
Fenilalanina 74,7+4,4 70,8+2,4 70,615,6  74,045,8
Glicina 65,5+7,4 70,8+2,6 61,5+4,6 74,4457
Histidina 43,1+2,2 54,7+4,2 53,8+4,6 80,4+11,1
Isoleucina 63,3+3,7 72,3+4,4 70,9+4,8  75,2+3,2
Leucina 73,845,2 70,3+2,1 70,6+5,8 70,2+2,7
Lisina 63,8+7,9 64,6+5,1 51,7+3,3  74,2+9,7
Metionina 80,6+4,6 77,7+7,0 82,9+0,6 81,6184
Prolina 60,0£8,7 71,8+2,8 61,7+4,2 79,1+4,7
Serina 70,3+6,9 73,2+2,2 72,842,0 80,7+2,6
Tirosina 72,4+4,1 70,0£2,2 71,9+7,0 75,916,7
Treonina 72,6+9,8 72,7+4,0 70,8+5,2  79,3%6,2
Valina 72,6+4,8 76,2+8,4 73,2+4,3  78,719,6
Aminas

Agmatina 70,1+2,2 83,2+4,1 71,1+2,8 89,848,9
Cadaverina 60,5+2,4 71,4+1,0 71,242,2 91,4+11,1
Espermidina 59,8+2,6 71,0+0,8 68,1+2,0 84,8+11,2
Espermina 54,7+0,8 79,2+1,7 77,315 81,2+11,6
Feniletilamina 68,616,0 72,6+4,9 64,7+3,7  64,2+3,0
Histamina 70,7+4,1 83,5+2,9 75,74£3,9 100,7+9,5
Putrescina 54,9+2,7 71,242,9 70,4+1,9 79,7£11,0
Serotonina 103,1+3,6  109,1+1,8 99,0455 107,5%4,2
Tiramina 74,045,4 85,6+3,9 75,9+2,8  89,815,3
Triptamina 84,9+2,9 73,048,5 98,9+2,2 74,0+7,1

73



Com excecédo do ion amoénio, para o qual o ponto minimo da curva ficou entre o LD e
o LQ (Tabela 1.5), para todos os outros analitos 0 menor ponto da curva ficou acima do
LQ. Isso mostra que para compostos com concentracdo variando entre 2 e 100 pmol in
column, apos todo o processamento analitico, 0 método fornecera resultados confiaveis

de quantificacéo.

Tabela I.5. Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para amino&cidos, aminas e
ion amonio, em mg/100 g

Valor (mg/100 g)

Analitos D L0
jon Amdnio 0,24 0,74
Aminoacidos
Acido Aspartico 0,81 2,46
Acido Glutamico 0,21 0,64
Alanina 0,34 1,02
Arginina 0,22 0,67
Asparagina 0,17 0,52
Cistina 0,23 0,69
Fenilalanina 0,16 0,49
Glicina 0,13 0,38
Glutamina 0,07 0,22
Histidina 0,20 0,59
Isoleucina 0,24 0,72
Leucina 0,24 0,72
Lisina 0,38 1,14
Metionina 0,18 0,54
Prolina 0,21 0,63
Serina 0,43 1,31
Tirosina 0,15 0,45
Treonina 0,27 0,81
Valina 0,25 0,75
Aminas
Agmatina 0,09 0,26
Cadaverina 0,21 0,63
Espermidina 0,38 1,15
Espermina 0,62 1,88
Feniletilamina 0,16 0,49
Histamina 0,11 0,34
Putrescina 0,15 0,45
Serotonina 0,36 1,09
Tiramina 0,18 0,54
Triptamina 0,15 0,44
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4. Concluséao

Foram apresentados parametros de desempenho para um método de cromatografia
liquida de ultra eficiéncia para determinagdo de 19 aminoacidos, 10 aminas bioativas e
o ion amoénio em queijos Parmesdo, Gorgonzola, Prato e Mussarela. Conforme os
resultados apresentados, o método € adequado para determinacéo dessas substancias
nos queijos estudados. Foi observado efeito de matriz para todas as variedades de
gueijo, o que indica a necessidade de utilizar a matriz para elaboragcdo da curva de
calibragédo, e ndo em solvente. A recuperacdo dos compostos nos queijos, apresentou
valores superiores a 70% em mais de 76% das determinagcbes, o que pode ser

considerado adequado em um método multianalito (30 analitos).
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CAPITULO Il

INFLUENCIA DO TEMPO DE MATURACAO NO PERFIL DE AMINAS
BIOATIVAS, AMINOACIDOS LIVRES, TEXTURA E CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS EM QUEIJO GORGONZOLA*

* Capitulo publicado em MOREIRA, G.M.M.; COSTA, R.G.B.; TEODORO, V.AM.; PAULA, J.C.J,;
SOBRAL, D.; FERNANDES, C.; GLORIA, M.B.A. Effect of ripening time on proteolysis, free amino acids,
bioactive amines and texture of Gorgonzola-type cheese. LWT - Food Science and Technology v. 98, p.
583-590, 2018 (ANEXO II1).

1. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do tempo de maturacao no perfil
de aminas bioativas livres, aminoécidos livres, protedlise, pH, perfil de textura, contagem
de bactérias laticas e aerdbios mesdfilos viaveis em queijo Gorgonzola, bem como
verificar a existéncia de correlacfes que expliquem alteracdes, caracterizando o queijo

ao longo de sua maturagéao.
2. Material e Métodos
2.1 Producao dos queijos Gorgonzola

Queijos Gorgonzola foram fabricados em trés repeticdes no Nucleo Industrial do
Instituto de Laticinios Candido Tostes - ILCT da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais — EPAMIG, em Juiz de Fora, MG, conforme metodologia descrita em Dutra
e Munck (2002). O leite utilizado nas fabricacdes foi captado na regido de Juiz de Fora
entre abril e maio de 2016 e atendeu as especificacbes de qualidade exigidas na
legislacdo (BRASIL, 2011).

O leite foi pasteurizado (75 °C/15 s), resfriado a 30 - 31 °C e adicionado de cloreto de
calcio (0,02%), fermento latico mesofilico, cultura adjunta Penicillium roqueforti e
coagulante em quantidades recomendadas pelos fabricantes. O fermento (R704 -
Lactococcus lactis subsp. lactis and Lactococcus lactis subsp. cremoris; e CHN19 -
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris and Lactococcus lactis subsp. diacetylactis) e o
coagulante Chy-max®, foram fornecidos pela Chr. Hansen (Hgrsholm, Denmark) e a

cultura adjunta PRN (Penicillium roqueforti) pela Sacco Brasil (Campinas, SP, Brasil).
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Apbs aproximadamente 60 minutos de repouso, a coalhada foi cortada em cubos de
2 a 3 cm de aresta e deixada em repouso por 5 minutos. Promoveu-se entdo agitacao
lenta, por 40 a 60 minutos, até que a consisténcia ideal ou “ponto da massa” fosse
atingido. A massa foi deixada em repouso por 5 minutos e o soro foi completamente
drenado. Dividiu-se a massa em varios blocos, que foram virados frequentemente
durante cerca de 20 a 30 minutos, e em seguida triturados. A massa triturada foi
adicionado e misturado cloreto de sédio (0,4% calculado sobre o volume inicial de leite).

A enformagem foi realizada em formas cilindricas, que foram viradas a cada 40
minutos por 2 horas. Os queijos foram mantidos a 24 = 2 °C durante pelo menos 12 h,
para completar a fermentacdo (pH 4,7). A salga foi realizada por aplicacdo de sal na
superficie do queijo por 3 dias. Os queijos foram perfurados uma semana apoés o dia da
producdo e foram embalados em filmes de polietieno duas semanas depois.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em incubadoras BOD a 12 + 2 °C.

Periodicamente, aos 14, 21, 28, 35, 42 e 49 dias, contados a partir do dia da
perfuracéo, foram colhidas amostras e analisadas em duplicata. No primeiro dia (14 dias
apos a perfuracdo) foram analisadas amostras para aminoacidos livres, aminas
bioativas, teor total de sélidos, gordura em extrato seco, cloretos, atividade da agua, pH,
nitrogénio total (NT), nitrogénio soltvel em pH 4,6 (NSpHa,6), nitrogénio solivel em acido
tricloroacético 12% (NStca12%), perfil de textura, contagem de bactérias laticas e
contagem de aerdbios mesdfilos viaveis. Durante a maturacdo, foram determinados
aminoacidos livres, aminas bioativas, NT, NSpnss, NStcaizw, perfil de textura, pH,
contagem de bactérias laticas e contagem de aerdbios mesdfilos viaveis.

A contagem do tempo de andlise a partir da perfuracdo e nao da fabricacdo para o
gueijo Gorgonzola foi uma deciséo tomada com base no fato de que o queijo ainda n&o
tinha mofo desenvolvido antes de sua perfuracdo, ndo apresentando assim atributos de
gueijo Gorgonzola, o que descaracterizaria o produto e tornaria as analises sem valor

para fins de definicdo e classificacdo deste queijo, especificamente.

2.2 Reagentes

As andlises fisico-quimicas nos queijos foram realizadas utilizando os seguintes
materiais: areia do mar purificada; acido sulfarico d20=1825 g/L; alcool amilico d20=811
g/L; solugbes tampéo pH 4 e 7; cloreto de potassio 3 mol/L; citrato de sodio 0,5 mol/L;

sulfato de potassio p.a.; sulfato de cobre p.a.; acido cloridrico 1,41 mol/L; acido
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tricloroacético 24% m/v; acido sulftrico p.a.; acido borico 4% com indicadores; acido
cloridrico 0,05 mol/L; hidréxido de sodio 35% m/v; papel de filtro qualitativo.

Os reagentes utilizados nas analises bioquimicas (aminas e aminoacidos) foram os
mesmos citados no Capitulo |.

Para as andlises microbiol6gicas foram utilizados Lactobacilli MRS &gar da Neogen®
(Lansing, MI, EUA), placas 3M® Petrifilm® Aerobic Count (St. Paul, MN, EUA) e agua

peptonada Merck® (Darmstadt, Alemanha).

2.3 Andlises fisico-quimicas

O preparo de amostras foi realizado segundo AOAC 970.30 (AOAC, 2012), com
cortes de fracdes proporcionais a todas as partes do queijo, seguido de homogeneizagao
em triturador Blender Plus Tepron®. As andlises fisico-quimicas foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa do ILCT/EPAMIG em Juiz de Fora, MG. O teor de sélidos totais
(% m/m EST) foi obtido por método gravimétrico em estufa a 102 + 2 °C e o teor de
gordura (% m/m Gd) pelo método butirométrico (BRASIL, 2006). Para andlise de
atividade de agua utilizou-se o analisador de atividade de agua Aqualab Decagon®,
seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante. A medida do pH foi feita por meio
de leitura em medidor de pH calibrado. O teor de cloretos (expresso em % m/m NacCl) foi
obtido por reacédo com nitrato de prata e titulagao “pelo resto” com tiocianato de potassio
(PEREIRA et al., 2001). Porcentagens de NT, NSpHas € NStcai2e foram obtidos pelo
método de Kjeldahl, conforme descrito em Pereira et al. (2001). As seguintes formulas

foram usadas para calculo de alguns parametros:

- % (m/m) Umidade = 100 - % EST
- % (m/m) Proteina total = % NT x 6,38 (AOAC, 2012)

- Gordura no extrato seco (GES):

% Gd x 100
% CES=—g EaT
(o]

- Sal na umidade (S/U):

% Cloretos x 100

0, =
% S/U % Umidade + % Cloretos

- Indice de extens&o de protedlise:

% NSpH4,6 x 100

% Extensao= % NT
(o]
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- indice de profundidade de protedlise:

% NSTCA12% x 100

% Profundidade= % NT
0

2.4 Andlises bioquimicas

As aminas bioativas e o0s aminoacidos livres nos queijos foram analisados
simultaneamente por cromatografia liquida de ultra eficiéncia e deteccao ultravioleta a
249 nm apos derivacdo com 6-aminoquinolil-N-hidroxi succinimidil carbamato (AQC),

conforme descrito no Capitulo | e por Moreira et al. (2017).

2.5 Andlises microbiol6gicas

A contagem de bactérias laticas (Lactococcus e Lactobacilus) nos queijos foi feita
utilizando metodologia descrita por Silva et al. (2007) por contagem em placas usando
agar MRS, enquanto a contagem de aerébios mesofilos viaveis foi feita em 3M® Petrifilm®
AC plates (AOAC, 2012).

2.6 Perfil de textura

A analise do perfil de textura (TPA) das amostras de queijos foi conduzida conforme
Sobral et al. (2016), usando texturémetro CT3 Brookfield (Middleboro, MA, EUA). As
velocidades de pré-teste, teste e pos teste foram de 1 mm/s, com distancia de
compressao de 30% a partir da parte superior da amostra. Foi utilizada sonda cilindrica
(TA 25/1000) de 50,8 mm de diametro, célula de carga de 4,5 kg e trigger point de 0,05
N. Amostras clbicas (2 cm?) foram aleatoriamente coletadas em 6 partes do queijo para
cada determinacéo.

A resisténcia exercida pela amostra foi automaticamente registrada e a dureza
(medida em N, em dois ciclos), coesividade (adimensional), elasticidade (mm), indice de
elasticidade (adimensional), mastigabilidade (J), gomosidade (N) e adesividade (mJ)

foram calculadas usando o programa Brookfield Texture Pro CT V1.4.

2.7 Andlises estatisticas

O experimento foi conduzido em trés repeticdes (cada lote de queijo foi produzido em

dias diferentes). Os resultados das analises fisico-quimicas foram sujeitos a testes de
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adequacdo dos residuos a pressupostos de normalidade, independéncia e
homocedasticidade. ANOVA, teste de Tukey e Regresséo foram entédo aplicados aos
dados, sendo que o nivel de significancia adotado foi de 95%.

Duas técnicas de andlise multivariada foram utilizadas para caracterizacdo dos
queijos Gorgonzola durante sua maturacao: anélise de componentes principais (PCA) e
analise de agrupamento hierarquico (HCA). Para a PCA, pH, conteudos individuais de
aminas (putrescina, espermidina, espermina, agmatina, cadaverina, serotonina,
histamina, tiramina, triptamina, e 2-feniletilamina), ion aménio, contetdos individuais de
aminoacidos (acido aspartico, serina, asparagina, glicina, acido glutamico, glutamina,
histidina, treonina, arginina, alanina, prolina, cistina, tirosina, valina, metionina, lisina,
leucina, isoleucina e fenilalanina), aminoacidos livres totais, aminas bioativas totais,
proteina total, extensdo e profundidade de protedlise, parametros de textura (dureza em
dois ciclos, coesividade, elasticidade, indice de elasticidade, mastigabilidade,
gomosidade e adesividade), contagem de bactérias laticas e contagem de aerdbios
mesofilos viaveis foram usadas como varidveis ativas para a determinacdo dos
componentes principais, e a variavel suplementar (tempo de maturagao) foi projetada no
plano fatorial. PCA foi conduzida com padronizacdo das variaveis usando matriz de
correlacéo de Pearson.

Duas andlises de HCA foram realizadas. O primeiro dendrograma foi obtido por
agrupamento das observacdes, enquanto o segundo por agrupamento das variaveis
(utilizando os mesmos parametros da PCA). Foi utilizado o método do encadeamento
anico (single linkage) e a similaridade foi medida por correlacdo de Pearson nos dois
casos.

Todas as analises foram conduzidas utilizando o software XLSTAT (versao
2017.7.48738; Addinsoft, Paris, Franca).

3. Resultados e Discussao

3.1 Caracteristicas do queijo Gorgonzola aos 14 dias de maturacao

As caracteristicas fisico-quimicas do queijo Gorgonzola 14 dias apos a perfuracéo do
queijo estdo descritas na Tabela 11.1. Os valores obtidos para GES (53,9%) e umidade
(45,6%) estdo de acordo com o RTIQ de queijos azuis (BRASIL, 2007), tendo sido

classificado como queijo gordo e de média umidade (BRASIL, 1996).
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Tabela 11.1. Composicdo média de queijos Gorgonzola aos 14 dias apos a perfuragédo
dos queijos

Parametros (unidades) Valores (médias + DP) *

pH 5,10+0,10
Proteina total (% m/m) 22,53+3,53
indice de Extens&o (%) 14,25+4,76
indice de Profundidade (%) 9,98+1,95
Cloreto de sédio (% m/m) 1,69+0,14
Atividade de agua 0,98+0,01
GES (%) 53,93+2,03
Umidade (%om/m) 45,61+0,19
Sal na umidade (%) 3,5810,28

* DP = desvio padréo. n=3 repeticdes

Valores semelhantes foram observados para teor de umidade em queijos azuis nos
estagios iniciais de maturacdo (FURTADO et al.,, 1984; GOBBETTI et al., 1997,
ZARMPOUTIS et al., 1997; VOIGT et al., 2010) e, também, para GES, proteina total
(FURTADO et al.,, 1984; ZARMPOUTIS et al., 1997; VOIGT et al.,, 2010), e pH
(FURTADO et al., 1984; ZARMPOUTIS et al., 1997; JUNCAL et al., 2005).

Variac6es maiores foram encontradas para o teor de sal na umidade (S/U) de queijos
azuis, considerando os dados da literatura. Queijos azuis com 14 dias de estocagem
refrigerada apresentaram S/U de 5,9% (VOIGT et al, 2010), enquanto queijos
Gorgonzola ap6s 4 dias de fabricacdo 3,13% (FURTADO et al., 1984) e 5,6% sem
indicacdo de tempo de maturacdo (ZARMPOUTIS et al., 1997). Gobbetti et al. (1997)
encontraram para Gorgonzola com 10 dias de maturacéo 5,2% de S/U na superficie e
0,73% na parte interior do queijo. Ao final da maturacéo o conteudo de sal na umidade
no interior e exterior do queijo se aproximaram: 3,2 e 3,8%, respectivamente, aos 86 dias
de fabricacdo. Esses resultados demonstram que existem variacdes na tecnologia de
fabricacdo destes queijos, principalmente concernente ao tipo de salga. Todavia, é
importante que haja um controle rigoroso nesta etapa, uma vez que o conteudo de sal
na umidade dos queijos pode impactar na protedlise por exercer uma forte influéncia no
crescimento do fungo, e consequentemente, pode afetar significativamente as
caracteristicas gerais dos queijos azuis (FURTADO et al., 1984; SERATLIC et al., 2011).

Os perfis de aminas bioativas e aminoacidos livres estdo demonstrados na Tabela
[1.2. Aos 14 dias ap0s a perfuragao dos queijos Gorgonzola nenhuma amina foi detectada
enquanto o teor de ion amonio estava em 21,0 mg/100 g e o total de aminoacidos livres
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chegou a 100,7 mg/100 g. Doze aminoacidos foram encontrados, enquanto &cido
aspartico, glicina, glutamina, histidina, arginina, cistina e isoleucina néo foram. Leucina,
lisina e fenilalanina foram os aminoacidos mais prevalentes nesse estagio inicial de

maturacdo, chegando a valores maiores que 10 mg/100 g cada.

Tabela 11.2. Aminoacidos livres e aminas bioativas em queijos Gorgonzola durante a
maturagéo a 12 = 2 °C por 49 dias *

Teores de aminas bioativas e aminoacidos (mg/100 g) durante maturacéao (dias) *

14 21 28 35 42 49
fon aménio 21,0£13,3 16,2+3,1 13,746,1 19,8+4,2 23,2+1,6 24,0+1,0
Aminoacidos

Acido aspartico nd nd 3,2+4,2 11,4+4,3 13,3+6,0 20,6+2,2
Acido glutamico 6,314,7 4,742,0 10,0+11,8 24,3+14,9 24,6+£14,7 22,8+10,2
Alanina 5,0£2,3 6,4+1,8 8,7t2,8 11,9+3,1 14,415 16,5+0,3
Asparagina 4,7+1,2 8,4+1,9 9,4+4,6 15,2+2,6 16,5+2,9 21,9124
Fenilalanina 10,6+3,3 20,2+5,4 30,7+8,2 34,2+7,5 45,6£11,8  49,1+9,4
Glicina nd 1,8+0,7 2,6£0,9 4,3+1,4 6,1+0,9 7,2+0,5
Glutamina nd nd 4,614,5 11,945,8 17,1+4,3 21,1+1,9
Histidina nd 4,9+1,7 10,1+3,9 9,7+3,4 14,1+2,5 15,2+2.,4
Isoleucina nd 6,1+2,4 8,6+3,0 15,645,3 20,3+3,6 23,5+1,7
Leucina 14,2+4.8 34,6+10,4  44,5+£13,0 69,3+12,6 83,4+16,0 96,4+9,8
Lisina 11,6%5,3 21,8+6,7 21,3+10,6 43,8114,1 51,3+6,4 57,6+4,6
Metionina 4,1+0,7 10,2+2,0 15,3+3,7 17,245,1 25,6+3,6 25,8+4,1
Prolina 2,4+1,3 5,0£1,5 7,5£3,4 13,9+4,9 18,1+3,3 21,7+0,9
Serina 3,4+1,0 3,0+4,1 nd nd nd nd
Tirosina 8,2+3,1 11,3+6,4 12,6+7,1 8,415,3 16,3+12,7 9,8+9,3
Treonina 3,2+1,4 5,9+0,8 7,4+£2.9 11,2+2,8 15,1+2,2 16,8+1,8
Valina 6,0+2,0 14,1+3,8 19,4+6,6 32,0+9,9 39,245,7 45,8+2,2
Aminas
Agmatina nd 2,741,1 3,241,1 2,84+0,7 3,0+0,6 3,4+1,4
Histamina nd nd nd nd nd 2,4+1,3
Serotonina nd nd nd nd 4,1+1,8 3,6£1,5
Triptamina nd nd nd nd nd 3,310,8
Tiramina nd 9,6+1,7 12,746,6 18,648,3 30,0+4,3 33,3+6,9
2-Feniletilamina nd nd nd 2,5+0,9 3,0£0,4 4,1+0,5
Total
Aminoécidos livies  100,7+44,1°¢ 174,5+50,3%¢ 229,9+91,9°¢ 354,0+104,62® 444,3+87,72 495,9+32,02
Aminas biogénicas nd 9,6+1,0¢ 12,7+6,8° 21,2+9,9bc 37,146,020 46,7£9,22
Aminas bioativas nd 12,3+0,9¢ 15,8+7,6° 24,0+10,5b 40,246,220 50,2+10,82

*Tempo contado a partir da data de perfuragdo dos queijos.
Médias * desvio padrdo (n=3) seguidas de letras diferentes em cada linha sao significativamente diferentes (Teste de
Tukey, P<0,05). nd=néo detectado
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3.2 Alteracdes ocorridas durante a maturagéo do queijo Gorgonzola
3.2.1 pH e proteina total

O conteudo de proteina total e pH dos queijos Gorgonzola permaneceram constantes
ao longo da maturacdo dos queijos (P>0,05) com médias 20,7+1,1 e 5,06+0,07 mg/100
g respectivamente (Tabela 11.3). Ndo sdo esperadas alteracdes no teor de proteina total,
devido a natureza do método de Kjeldahl, que quantifica todo o nitrogénio da amostra e
a converte em proteina total multiplicando pelo fator 6,38, mesmo que protedlise tenha
ocorrido e a proteina ndo esteja mais intacta (DZIUBA et al., 2010). Por outro lado, a
auséncia de alteragcbes observadas no pH do queijo Gorgonzola pode ter ocorrido devido
a presenca de alguns sais, como o fosfato de calcio coloidal residual, que exerce
influéncia na capacidade tamponante de queijos, mantendo o pH acima de 5,0. Além
disso, a producédo de amonia durante a maturacdo ajuda a evitar a reducédo do pH de
gueijos maturados por mofos (LUCEY et al., 2003).

Tabela I1.3. Médias de pH e proteina total para o queijo Gorgonzola durante a maturacao
al2+2°Cpor49dias *

. . Valores **
Tempo de maturacéo (dias)*
pH Proteina (%om/m)
14 5,10+0,10? 22,53+3,532
21 4,940,002 21,55+0,722
28 5,06+0,172 19,94+0,282
35 5,11+0,172 19,94+0,192
42 5,02+0,182 20,22+0,61°
49 5,11+0,022 20,05+2,452

* Tempo contado a partir da data de perfuragéo dos queijos.
** VValores médios + desvio padréo (n=3) na mesma coluna com letras iguais indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).

Resultados semelhantes de pH e proteina total foram encontrados em outros queijos
azuis na literatura. Uma variedade espanhola de queijo azul — Picon Bejes-Tresviso,
apresentou pH inicial de 5,13; e 6,87 ao final de 3,5 meses de maturacdo (PRIETO et al.,
1999). E esperado que queijos azuis em geral (ndo considerando as caracteristicas
individuais de cada variedade) tenham em sua composicéo 21% de proteina total e pH
de 6,5. Este valor varia conforme as variedades, por exemplo, o queijo Blue Stilton
apresenta normalmente 24,8% de proteina total e pH de 5,2, enquanto o Roquefort
21,5% de proteina total e pH de 6,4 (FOX et al., 2017).
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3.2.2 indices de protedlise

Os queijos Gorgonzola apresentaram aumento de protedlise durante a maturacao
(Figura 1.1), como é o esperado para queijos azuis, que sao inoculados com P. roqueforti.
EquacBes de regressdo linear foram estimadas para os indices de extensdo e
profundidade, e seus coeficientes lineares foram similares (P>0,05), o que demonstra
gue a taxa de aumento para os dois parametros foi a mesma. Ao final da maturacéo (49
dias apOs perfuragcdo dos queijos), a extensdo da protedlise chegou a 30,7% e a
profundidade 24,4%.

40

35 .
% Extensédo = 0,42 dias + 10,05

2 =
30 R2 =0,947

25
20
15

10

indices de protedlise (%)

% Profundidade = 0,41 days + 5,23
5 R2=0,911

7 14 21 28 35 42 49
Tempo de maturacgéo (dias)

° Extensao (%) A Profundidade (%)
— — — Linear (Extenséo (%)) Linear (Profundidade (%))

Figura Il.1. Regresséao linear para os indices de extensdo e profundidade do queijo
Gorgonzola durante maturacdo a 12 = 2 °C por 49 dias.

Esses resultados sédo similares aos encontrados na literatura para queijos Gorgonzola
com 31 dias de fabricacdo, que apresentaram profundidade de 21% (JUNCAL et al.,
2005); porém protedlise mais pronunciada foi encontrada por Zarmpoutis et al. (1997)
para Gorgonzola, com 43,4% de extensao e 37,8% de profundidade. Outros queijos azuis
podem apresentar protedlise mais intensa que o Gorgonzola, como queijos azuis
espanhais, que obtiveram extensao inicial de 13,5% chegando a 72,7% e profundidade
de 6,2% a 49,9% no final de 3,5 meses de maturacdo (PRIETO et al., 1999). Embora
tenham em comum a maturagéo por P. roqueforti, as diversas diferencas nas matérias-
primas (como qualidade microbioldgica e tipo de leite) e tecnologias de fabricagcdo (como
tipo de salga, temperatura e umidade do ar durante a maturacdo) fazem com que o0s

queijos apresentem diferentes propriedades fisico-quimicas e padrdes de maturacao.
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3.2.3 Aminoéacidos livres e aminas bioativas

Aminoécidos livres e aminas bioativas totais dos queijos Gorgonzola aumentaram
durante a maturagédo, com diferengas significativas (P>0,05) variando de 100,7 a 495,9
mg/100 g para aminoacidos e de ‘nao detectado’ a 50,2 mg/100 g para aminas bioativas,
entre 14 e 49 dias de maturacgéo a partir do dia da perfuracédo dos queijos (Tabela 11.2).
Estes resultados estdo em concordancia com o comportamento dos indices de
protedlise, que aumentaram durante a maturagcéo, e corroboram com outros estudos que
demonstram que a proteodlise durante a maturacdo de queijos impacta na producédo e
acumulacao de aminas (LADERO et al., 2008; LINARES et al., 2012; TORRACCA et al.,
2016). As Figuras 11.2 e 11.3 apresentam a regressao linear para os teores de aminoacidos

livres e aminas bioativas totais, respectivamente.

600
AA total = 11,88 dias - 74,20

500 R2=0,987 o,

=

8 400

— -

> -

E 300

=

S 200 +

100 }

0
7 14 21 28 35 42 49 56

Tempo de maturacéo (dias)
® AAtotal = @0 0----- Linear (AA total)

Figura 11.2. Regressao linear para o teor de aminoacidos livres totais (AA total) do
Gorgonzola durante maturacdo a 12 = 2 °C por 49 dias.
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Figura 11.3 Regressao linear para o teor de aminas bioativas totais (AB total) do
Gorgonzola durante maturacao a 12 = 2 °C por 49 dias.
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Com relagdo aos aminodcidos livres no queijo Gorgonzola, 17 dos 19 aminoacidos
pesquisados foram encontrados pelo menos uma vez durante a maturacédo, bem como
o ion amoénio (Figura I1.4). Arginina e cistina ndo foram encontradas, serina e glicina
estavam presentes em baixos teores enquanto valina, lisina, leucina e fenilalanina foram
as mais abundantes, sendo estes todos aminoacidos essenciais (NELSON; COX, 2008),
o que demonstra a qualidade nutricional das proteinas lacteas. Lisina, valina e
fenilalanina estdo entre os mais importantes aminoacidos precursores da formacéo de
compostos de aroma em queijos (YVON & RIINEN, 2001). Fenilalanina e lisina também
foram amino&cidos prevalentes em queijos azuis analisados por Kor¢s et al. (2008).
Dados sobre aminoacidos livres durante a maturacdo em queijos azuis Sao raros na

literatura.

Aminodcidos livres em Gorgonzola (mg/100g)

14 21 28 35 42 49
Dias a partir da perfuracdo
m Acido aspértico W Serina M Asparagina Glicina m Acido glutamico
 Glutamina W ion amonio M Histidina H Treonina H Alanina
H Prolina Tirosina Valina Metionina W Lisina
 Isoleucina M Leucina M Fenilalanina

Figura Il.4. Amino&cidos livres em queijo Gorgonzola durante maturacdo a 12 + 2 °C por
49 dias.
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Glicina, histidina, e isoleucina foram detectadas apenas a partir de 21 dias de
maturacdo do queijo Gorgonzola, enquanto acido aspartico e glutamina sé comecaram
a se fazer presentes a partir de 28 dias e continuaram a aumentar até o final. Os teores
de todos os aminoacidos aumentaram durante a maturagdo, com excecao da serina e
da tirosina. Serina foi detectada apenas nos primeiros dois tempos analisados. Os teores
de tirosina ndo variaram significativamente (P<0,05) ao longo da maturacdo. Como este
aminoacido é precursor da tiramina (HALASZ et al., 1994), possivelmente os niveis de
tirosina ndo aumentaram como 0s outros aminoacidos devido a formacdo da amina
correspondente, que foi a mais abundante e predominante entre as aminas em queijo
Gorgonzola neste estudo.

Algumas aminas ndo estavam presentes originalmente no queijo Gorgonzola, mas
comecaram a ser formadas ao longo de sua maturacdo. Agmatina e tiramina foram
primeiramente detectadas no 21° dia de maturagdo, 2-feniletilamina no 35° dia,
serotonina no 42° dia e triptamina e histamina apenas no 49° dia. Espermidina,

espermina, putrescina, e cadaverina ndo foram encontradas em nenhum tempo

11713

14 21 28 35 42 49

analisado (Figura I1.5).

Aminas bioativas em Gorgonzola (mg/100g)

Dias a partir da perfuragao

M Histamina Agmatina Serotonina Tiramina M Feniletilamina ™ Triptamina

Figura 11.5. Aminas bioativas em queijo Gorgonzola durante maturacdo a 12 + 2 °C por
49 dias.

Agmatina foi encontrada em baixos niveis no queijo Gorgonzola (média geral de
3,02+0,81 mg/100 g) apos 21 dias de maturacéo. Os efeitos benéficos da agmatina para

a saude humana como neurotransmissor, neuromodulador, estimulante da liberacdo de
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insulina e agente supressor de tumores sdo bem conhecidos. Apesar disso, altas
concentracfes de poliaminas (grupo no qual a agmatina se insere) em alimentos pode
causar efeitos toxicos e intensificar o efeito toxicolégico da histamina (HALASZ et al.,
1994; GALGANO et al., 2012).

Serotonina, triptamina e 2-feniletilamina sdo aminas neuroativas e foram detectadas
apos o 35° dia de maturacao do queijo Gorgonzola. A serotonina € um neurotransmissor
envolvido na regulacdo de funcdes importantes como o sono, a fome e o humor,
enquanto que a triptamina e a 2-feniletilamina podem interferir nas fungdes da
serotonina, inibindo sua absorcdo ou afetando a sua ligacdo nos locais receptores
(GLORIA, 2006).

Quanto aos efeitos adversos a saude associados as aminas biogénicas, a tiramina e
a histamina sé&o as aminas mais preocupantes. A histamina foi detectada apenas no final
da maturac@o em niveis baixos; no entanto, de acordo com a EFSA (2011), a presenca
de qualguer quantidade de histamina pode causar efeitos adversos para individuos
sensiveis a mesma. Tiramina também é uma amina capaz de causar efeitos indesejaveis
a saude humana. Foi a amina mais prevalente, atingindo 33,3 mg/100 g aos 49 dias de
maturagéo do Gorgonzola. Considerando o limite de 600 mg de tiramina por pessoa por
refeicdo como limite para nenhum efeito adverso para a saude em individuos saudaveis
gue ndo tomam medicamentos inibidores de monoamino oxidase (IMAO), a quantidade
encontrada no queijo Gorgonzola ndo causaria nenhum dano. No entanto, para o0s
individuos que tomam drogas classicas de IMAO, o limite diminui para 6 mg de tiramina
por pessoa por refeicdo (EFSA, 2011) e, portanto, esses individuos devem evitar o queijo
Gorgonzola. Estudos sao necessarios para investigar os fatores que induzem a formacao
e acumulacao de histamina e tiramina em queijos Gorgonzola para evitar sua formacao.

Queijos azuis do mercado foram analisados quanto as aminas bioativas. Vale e Gléria
(1998) encontraram, em queijos Gorgonzola, histamina, tiramina e espermidina a niveis
até 2,99; 1,07 e 3,23 mg/100 g, respectivamente. A tiramina foi detectada em 67% das
amostras analisadas. Novella-Rodriguez et al. (2003) analisaram 20 queijos azuis e
observaram que tiramina, cadaverina, putrescina e histamina eram as aminas mais
prevalentes. Tiramina esteve presente em niveis elevados — 1.585,4 mg/kg. Em outro
trabalho, a tiramina em queijos azuis atingiu 22,8 mg/100 g (LADERO et al., 2010). Com
base nesses resultados, apesar das diferencas quanto aos tipos e niveis de aminas
bioativas encontradas em queijos azuis, a tiramina esta sempre presente em
guantidades maiores. Portanto, a tiramina deve ser considerada a amina alvo ao realizar

medidas no sentido de controlar a produgdo e acumulo de aminas bioativas para
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melhorar a qualidade do queijo Gorgonzola e reduzir o risco de intoxicacdo ao consumir

gueijos azuis.

3.2.4 Perfil de textura

As propriedades de textura do queijo Gorgonzola ao longo da maturacdo foram
avaliadas pela Andlise de Perfil de Textura (Tabela 11.4). A coesividade foi o Unico
parametro que mudou ao longo do tempo, diminuindo significativamente. Resultados
semelhantes foram observados durante a maturagdo de queijo azul espanhol
(DIEZHANDINO et al., 2016).

Tabela 11.4. Parametros de textura de queijo Gorgonzola durante a maturacéo a 12 + 2
°C por 49 dias *

Pardmetros por tempo de maturacéo *

Textura
14 21 28 35 42 49
Dureza(N) = 33111033 300+105¢ 3251031  31,6+44,3* 315448 3124532
(primeira “mordida”)
Dureza (N)

p . 28,219,882 24,8+7,12 25,8+7,12 25,0+3,52 24,1+3,42  23,2+4,12
(segunda “mordida”)

Gomosidade (N) 21,5+7,22 18,7+5,52 18,845,12 18,1+2,72 15,8+2,42 15,3+2,92

Mastigabilidade (J) 0,11+0,032 0,09+0,03* 0,09+0,032  0,09+0,022  0,07+0,022 0,07+0,012

Coesividade 0,66+0,042 0,62+0,062* 0,58+0,04ac (,57+0,032b¢ (Q,50+0,06Pc 0,48+0,03¢
Elasticidade (mm) 4,9+0,22 4,8+0,32 4,7+0,32 4,7+0,22 4,310,432 4 510,22
indice de
L 0,82+0,042 0,81+0,042 0,790,062 0,79+0,042 0,720,062 0,75+0,032
elasticidade

Adesividade (mJ) 0,76+0,222 1,01+0,062 0,83+0,26@  0,70+0,30* 0,85+0,13% 1,21+0,512

* Tempo contado a partir da data de perfuragédo dos queijos.
Valores médios + desvio padrdo (n=6 analises de 3 repeticdes) na mesma linha com letras iguais indicam que ndo ha
diferenca significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).

A coesividade expressa 0 grau em que a massa de alimento mastigada se junta na
boca (FOEGEDING & DRAKE, 2007). A coesividade teve altas correlagbes negativas
com aminoacidos livres totais (-0,979, P<0,05), extensdo (-0,948, P<0,05) e
profundidade de proteodlise (-0,930, P<0,05), o que sugere que a hidrélise da matriz
protéica do queijo afeta a coesividade. A medida que as interacdes dentro da matriz
protéica diminuem, as interacdes entre proteina e agua aumentam e consequentemente

0 gueijo se torna menos coeso.
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Todos os outros parametros de textura - dureza (primeira e segunda "mordida"),
gomosidade, mastigabilidade, elasticidade, indice de elasticidade e adesividade - ndo

mudaram significativamente durante a maturacao do queijo Gorgonzola (P> 0,05).

3.2.5 Bactérias laticas e aerébios mesofilos viaveis

A contagem total de bactérias laticas (BAL) e de mesofilos aerdbios viaveis (MAV) foi
realizada durante a maturacéo dos queijos Gorgonzola (Tabela 11.5) e foi observado que
nao houve alteracdo com o tempo do log de unidades formadoras de colonia por grama
de queijo (UFC/g) para bactérias laticas (P<0,05) e que uma diminui¢do do log UFC/g de
mesofilos aerdbios viadveis ocorreu somente no ultimo tempo de maturacdo avaliado.
Flérez et al. (2006) encontraram em queijos azuis tipo Cabrales com 3 dias de maturacao
9,55 log UFC/g de contagem total de bactérias mesdfilas e 8,62 log UFC/g de Lactobacilli;

com 60 dias estes valores chegaram a 7,75 e 7,05 log UFC/g respectivamente.

Tabela I1.5. Contagem média (log UFC/g + desvio padréo) de bactérias laticas (BAL) e
mesofilos aerdbios viaveis (MAV) em queijos Gorgonzola durante a maturagéo a 12 + 2
°C por 49 dias *

Contagem de microrganismos

Dias de (log UFC/g * desvio padrao)

maturacao *

BAL MAV
14 9,42+0,38?% 9,64+0,21%
21 9,31+0,422 9,56+0,48%
28 9,370,272 9,54+0,15%
35 9,34+0,372 9,41+0,24%
42 9,23+0,41% 9,15+0,44%
49 8,56+0,11? 8,44+0,75°

* Tempo contado a partir da data de perfuragédo dos queijos.

BAL — bactérias laticas; MAV — mesdfilos aerdbios viaveis.

Valores médios + desvio padrdo (n=6 analises de 3 repeticdes) ha mesma coluna com letras iguais indicam que nao
h& diferenca significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).

3.2.6 Analise multivariada

A analise de agrupamento hierarquico (HCA) resultou em trés grupos de analises
agrupados por similaridade (Figura I1.6). O primeiro grupo incluiu todos os parametros de
textura (excecdo de adesividade), proteina total, BAL, MAV e o0 aminoécido serina. Este
cluster € de especial interesse, pois pode ajudar a explicar a manutencéo de quase todos

0s parametros de textura significativamente inalterados enquanto ocorre a maturacéao (e
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a protedlise). Na caseina, o fosfato organico é esterificado a proteina por meio do grupo
hidroxila da serina, e o calcio se liga ao fosfato formando aglomerados coloidais de
fosfato de calcio, que sdo muito importantes para manter a estrutura da micela da
caseina, juntamente com outras interacdes (FOX et al., 2015). Como a serina nao
aparece no perfil de aminoacidos livres durante a maturacéo (somente nos dois primeiros
tempos em niveis baixos), pode ser responsavel por manter a estrutura das proteinas e
consequentemente os parametros de textura ndo sofreram alteracdes significativas ao
longo da maturacao. O pH aparece como uma medida isolada no segundo agrupamento,
enquanto que os aminoacidos livres, as aminas bioativas, a extensdo e a profundidade

da proteolise e a adesividade estéo juntas no terceiro grupo.
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Figura I1.6. Dendrograma da Analise de Grupamento Hierarquico para as médias dos
parametros de textura, indices de protedlise, pH, aminas bioativas e aminoacidos livres
(totais e individuais) durante a maturacdo de queijos Gorgonzola a 12 + 2 °C por 49 dias.

A analise de componentes principais (PCA) foi realizada nos resultados fisico-
guimicos, bioquimicos, microbiolégicos e de textura dos queijos Gorgonzola (Figura 11.7).
Os primeiros dois componentes principais (PC1 e PC2) explicaram 86,7% da variancia
total e permitiu uma boa separacédo dos tempos de maturacdo, onde os trés primeiros

tempos (14, 21 e 28 dias) de maturagéo ficaram do lado esquerdo do gréfico enquanto
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Figura I1.7. Graficos de Score (A) e loading (B), obtidos pela Analise de Componentes Principais, para as médias dos parametros de
textura, indices de protedlise, pH, aminas bioativas e aminoacidos livres (totais e individuais) durante a maturacao de queijos Gorgonzola

a 12 + 2 °C por 49 dias contados a partir da perfuracado dos queijos; (C) Dendrograma da Analise de Grupamento Hierarquico para as
observacdes obtidas em cada tempo de maturacao.
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0s ultimos trés tempos (35, 42 e 49 dias) de maturacao ficaram do lado direito (Figura
11.7.B). PC1 contribuiu com 78,13% da variancia total e teve altas correlacdes (acima de
0,9) com quase todos aminoacidos e aminas, extensdo e profundidade de protedlise
(correlacdes positivas) e parametros de textura (correlacdes negativas). PC2 contribuiu
com 8,62% da variancia total e sua maior correlagdo positiva foi com o aminoacido
tirosina (0,742) enquanto as maiores correlacbes negativas foram com as aminas
histamina e triptamina (-0,661), como pode ser observado na Figura II.7.A. Estas duas
aminas s6 foram encontradas nos queijos no seu ultimo tempo de maturag¢éo analisado,
0 que influenciou o componente principal 2, distanciando este tempo dos demais no
gréfico.

A andlise multivariada HCA aplicada as observa¢des permitiu o agrupamento por
similaridade de trés conjuntos relacionados a estagios de maturacdo do queijo
Gorgonzola (Figura 11.7.C): o primeiro tempo, 14 dias ap6és a perfuracao dos queijos; 21
e 28 dias de maturacdo agrupados em um segundo grupo; e o final da maturacdo no
terceiro grupo - 35, 42 e 49 dias ap0s a perfuragao.

Com base nesses resultados, o tempo de maturacdo é determinante para a
caracterizacdo de queijo Gorgonzola. Os dados apresentados demonstram que a
protedlise aumentou com o tempo, enquanto o0s parametros de textura nao
demonstraram o mesmo comportamento. Possivelmente, a protedlise observada em
queijos Gorgonzola ndo afeta a textura para torna-la mais elastica ou macia (em termos
instrumentais), mas potencialmente gera precursores para a formacdo de sabor

caracteristico dessa variedade de queijo.

4. Conclusao

Vérias mudancas ocorrem durante a maturacdo do queijo Gorgonzola. A protedlise
(extensao e profundidade), os aminoacidos livres e as aminas bioativas aumentaram ao
longo da maturacdo. Apesar disso, a coesividade e a contagem de aerobios mesofilos
diminuiram, enquanto o pH, a proteina total, a dureza (primeira e segunda "mordida"),
gomosidade, mastigacao, elasticidade, indice de elasticidade, adesividade e contagem
de bactérias laticas ndo sofreram alteracdes. Entre as aminas formadas, a tiramina e a
histamina séo de interesse para a saude de individuos que fazem uso de medicacao
IMAO e sensiveis a histamina, respectivamente.

A analise multivariada resumiu as interacbes e ajudou a explicar alguns dos

comportamentos observados. A PCA mostrou que a protedlise, expressa por indices de
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extensdo e profundidade, e perfil de aminoacidos livres, sdo bons marcadores para
avaliacao de maturacéo de queijos Gorgonzola. O HCA foi util na interpretacéo da ligacao
entre niveis baixos de serina e parametros de textura inalterados, uma vez colocados
em um mesmo grupo por similaridade de comportamento.

Foi demonstrada a importancia de estabelecer parametros bioquimicos ao longo da
maturacdo de queijos Gorgonzola. Os dados proporcionaram informacgdes sobre fatores
que influenciam a qualidade e as caracteristicas intrinsecas deste tipo de queijo e podem
servir como instrumento de classificacao, padronizacéo e decisdes sobre melhorias nos

processos produtivos.

94



CAPITULO 1l

INFLUENCIA DO TEMPO DE ESTOCAGEM NO PERFIL DE AMINAS
BIOATIVAS, AMINOACIDOS LIVRES, TEXTURA E CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS EM QUEIJO MUSSARELA

1. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do tempo de maturacdo no perfil
de aminas bioativas livres, aminoacidos livres, protedlise, pH, perfil de textura, contagem
de bactérias laticas e aerobios mesofilos viaveis em queijo Mussarela, bem como
verificar a existéncia de correlagbes que expliquem alteragdes, caracterizando o queijo

ao longo de sua maturacao.

2. Material e Métodos

2.1 Producao dos queijos Mussarela

Queijos Mussarela foram fabricados em trés repeticdes no Nucleo Industrial do
Instituto de Laticinios Candido Tostes - ILCT da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais — EPAMIG, em Juiz de Fora, MG, conforme descrito em Dutra e Munck
(2002). O leite utilizado nas fabricacdes foi captado na regido de Juiz de Fora entre abril
e maio de 2016 e atendeu as especificacdes de qualidade exigidas na legislacéo
(BRASIL, 2011).

O leite foi pasteurizado (75 °C/15 s), resfriado a 30 — 31 °C e adicionado de cloreto
de calcio (0,02%), fermento latico termofilico e coagulante em quantidades
recomendadas pelos fabricantes. O fermento (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
e Streptococcus thermophilus) e o coagulante Chy-max®, foram fornecidos pela Chr.
Hansen (Hgrsholm, Dinamarca).

Apos aproximadamente 40 minutos de repouso, a coalhada foi cortada em cubos de
1 a 1,5 cm de aresta. Promoveu-se entdo agitacao lenta, sendo acelerada aos poucos,
até completar 20 minutos. A segunda agitacdo foi mais vigorosa e acompanhada de
aguecimento lento com vapor na camisa do tanque (elevando-se 1 °C a cada 2 — 3
minutos) até atingir 44 °C. Apos cerca de 40 minutos a consisténcia ideal ou “ponto da

massa” foi atingido, com textura mais seca e macia.
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Depois de obtido o ponto, a massa foi pré-prensada usando-se o dobro de peso em
relacdo a quantidade de massa durante 20 min. Atingido o ponto de filagem (acidez do
soro em 0,6% de acido latico), a massa foi picada em fatias pequenas e colocada em
adgua a 75 °C (usando-se de 2 a 3 L agua/kg de massa), filada e em seguida enformada
em formas de 1 kg. A salga foi realizada em salmoura a 10 — 12 °C com 20% de sal por
24 horas e em seguida os queijos foram encaminhados a camara fria (10 — 12 °C) por
mais 24 horas. Apds a secagem o0s queijos foram embalados em embalagem plastica
termoencolhivel e estocados em camara fria entre 2 e 4 °C.

Periodicamente, aos 15, 29, 43, 57, 71 e 85 dias de fabricacdo, foram colhidas
amostras e analisadas em duplicata. No primeiro dia (15 dias ap06s a fabricacdo) foram
analisadas amostras para aminodacidos livres, aminas bioativas, teor total de sélidos,
gordura em extrato seco, cloretos, atividade da agua, pH, nitrogénio total (NT), nitrogénio
solavel em pH 4,6 (NSpra,6), nitrogénio solavel em &cido tricloroacético 12% (NStca12%),
perfil de textura, contagem de bactérias laticas e contagem de aerdbios mesofilos viaveis.
Durante a maturacdo, foram determinados aminoacidos livres, aminas bioativas, NT,
NSpH4,6, NStca12e, perfil de textura, pH, contagem de bactérias laticas e contagem de

aerébios mesodfilos viaveis.

2.2 Reagentes

Os reagentes para analises fisico-quimicas, bioquimicas (aminas e aminoacidos) e

microbiolégicas foram os mesmos citados no Capitulo |l.

2.3 Andlises fisico-quimicas, bioguimicas e microbioldgicas

Os métodos utilizados para andlises fisico-quimicas, bioquimicas (aminas e

aminoacidos) e microbiolégicas foram os mesmos descritos no Capitulo |l.

2.4 Perfil de textura

A analise do perfil de textura (TPA) das amostras de queijos foi conduzida conforme
Sobral et al. (2016), usando texturdmetro CT3 Brookfield (Middleboro, MA, EUA).
Velocidades de pré-teste, teste e pds teste foi de 1 mm/s, com distancia de compresséo
de 40% a partir da parte superior da amostra. Foi utilizada sonda cilindrica (TA 4/1000)
de 38,1 mm de diametro, célula de carga de 4,5 kg e trigger point de 0,05 N. Amostras
cilindricas (2 cm de largura, 2,5 cm de profundidade) foram aleatoriamente coletadas em
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6 partes do queijo para cada determinacao. Os parametros de textura analisados foram

0s mesmos descritos no Capitulo II.

2.5 Andlises estatisticas

O delineamento do experimento, bem como as técnicas estatisticas e tratamento dos

dados aplicados foram semelhantes aos descritos no Capitulo 1.

3. Resultados e Discussao

3.1 Caracteristicas do queijo Mussarela aos 15 dias de maturacéao

As caracteristicas fisico-quimicas do queijo Mussarela aos 15 dias apo0s sua
fabricacdo estdo descritas na Tabela Ill.1. Os valores obtidos para GES (50,10%) e
umidade (45,11%) estdo de acordo com o RTIQ de queijos Mussarela (BRASIL, 1997b),

tendo sido classificado como queijo gordo e de média umidade (BRASIL, 1996).

Tabela 11l.1 Composi¢cdo média de queijos Mussarela aos 15 dias apds sua fabricacéo

Parametros (unidades) Valores (médias + DP) *

pH 5,18+0,15
Proteina total (% m/m) 26,29+5,33
indice de Extens&o (%) 6,81+2,30
indice de Profundidade (%) 3,70+0,65
Cloreto de s6dio (% m/m) 1,49+0,15
Atividade de agua 0,96+0,00
GES (%) 50,10+0,34
Umidade (%om/m) 45,11+1,79
Sal na umidade (%) 3,20+0,24

* DP = desvio padréo. n=3 repeticdes.

A Mussarela possui propriedades funcionais importantes relacionadas ao uso que se
pretende deste queijo, e as diferencas fisico-quimicas que ocorrem com o tempo de
estocagem e também devido a diferentes tecnologias de producéo podem resultar em
gueijos bem distintos sob a mesma denominacgéao (KINDSTED et al., 2010). Mussarela
produzida com coagulante microbiano e temperatura de filagem de 56 °C obteve valores
de pH 5,6, umidade 45,4%, sal na umidade 3,61%, GES 48,5% aos 7 dias de fabricagcao
(ROSA et al., 2007). Ubaldo et al. (2015) encontraram teor de umidade de 46,3%,
proteina total 19,8%, GES 49,9% e pH 5,42 para Mussarela feita a partir de leite com
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contagem média de células somaticas. Estes dois estudos conduzidos no Brasil
apresentaram valores similares aos encontrados na Mussarela no presente trabalho. Ja
um estudo conduzido nos Estados Unidos encontrou para a Mussarela pH 5,39, sal
1,31%, sal na umidade 2,5%, GES 41,5%, umidade 53,2% e proteina 23,1%, 0 que
enquadra a Mussarela em grupos diferentes de umidade e GES em relagdo ao queijo
fabricado neste estudo (DAVE et al., 2003).

Aos 15 dias apoés a fabricacdo dos queijos Mussarela nenhuma amina foi detectada
(Tabela 111.2). Acido glutamico, alanina, leucina, lisina, prolina, serina e o ion amonio
foram quantificados em baixos teores e o total de aminoécidos livres chegou a 33,3
mg/100 g. Acido glutamico foi o0 aminoacido prevalente neste estagio de maturacéo e a
prolina foi o aminoacido encontrado em menor quantidade, 2,5 mg/100 g. Ubaldo et al.
(2015) encontraram apenas espermina entre dez aminas analisadas em queijos
Mussarela no primeiro tempo de estocagem analisado. Dados sobre a composicéo de

aminoécidos livres em queijo Mussarela sao raros na literatura.

Tabela 111.2. Aminoacidos livres e aminas bioativas em queijos Mussarela durante
estocagem refrigerada (2 a 4 °C) por 85 dias

Teores de aminas bioativas e aminoacidos (mg/100 g) durante estocagem (dias)

15 29 43 57 71 85
fon aménio 2,4+0,2 3,1+0,9 3,2£0,4 5,415 5,8+1,7 5,9+1,5
Aminoacidos

Acido glutamico 7,0+2,7 15,745,8 18,1+4,5 23,6+6,6 34,0+5,6 35,2+8,9

Alanina 4,8+1,6 7,61£1,2 7,4+£2,7 9,944,9 12,2+4,7 13,1+5,2
Asparagina nd 3,5+0,3 4,3+1,1 5,725 8,6+1,8 11,1+4,3
Fenilalanina nd 5,6+1,3 9,4+1,4 14,2+3,0 20,1+2,8 24,049
Glicina nd 1,5+0,2 1,6+0,3 2,011 2,8+0,8 3,3+1,2
Histidina nd nd 4,5+1,3 5,5+1,3 6,5+2,4 7,8£2,1
Isoleucina nd nd 3,4+1,5 4,3+1,2 6,4+1,5 7,5£1,9
Leucina 4,0+0,5 9,1+1,5 13,9+2,8 18,7+3,5 30,3+2,3 32,316,7
Lisina 4,2+0,8 8,5+2,3 13,0+3,7 12,5+3,0 20,9+3,7 20,3+3,9
Metionina nd nd nd nd nd 3,1+1,5
Prolina 2,510,3 3,7+0,4 4,4+0,5 5,6+0,4 7,31£0,7 8,1+1,3
Serina 4,0+1,3 4,8+1,5 3,7+£0,9 5,9+0,9 3,415 7,2+3,1
Tirosina nd nd nd 3,8+2,6 5,7+3,0 6,8+2,9
Treonina nd nd nd nd 3,3+0,8 3,8+0,8
Valina nd 2,8+£0,7 4,8+0,9 6,7+2,6 10,8+2,3 11,0£2,4
Amina
Tiramina nd nd nd 5,94£3,2 4,2+1.8 5,9+1,6
Total
Aminoacidos livres 33,3+4,0¢ 75,2+£12,7°¢  103,7+17,4¢ 135,8+33,23b 203,7+24,92 217,8+62,92
Aminas biogénicas nd nd nd 5,9+3,22 4,2+1,82 5,9+1,62

Médias * desvio padrdo (n=3) seguidas de letras diferentes em cada linha séo significativamente diferentes
(Teste de Tukey, P<0,05). nd=nao detectado
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3.2 Alteracdes ocorridas durante a estocagem do queijo Mussarela

3.2.1 pH e proteina total

Para o queijo Mussarela os resultados das analises feitas ao longo do
armazenamento entre 2 e 4 °C (quinzenalmente entre 15 e 85 dias) forneceram valores
meédios de pH e proteina sem variacdo em todo periodo analisado (P>0,05), como
observado na Tabela III.3.

O valor médio de pH foi 5,05 + 0,11 e o de proteina total foi 23,34 + 1,78 para 0s
queijos Mussarela. Valores de pH semelhantes foram encontrados em Mussarela de
baixa umidade (AYYASH & SHAH, 2011) porém valores maiores foram encontrados em
outros trabalhos (VALE & GLORIA, 1998; UBALDO et al., 2015). O comportamento do
pH durante a estocagem de queijos Mussarela pode variar devido a diferencas na
fabricacdo, capacidade tamponante, teores de umidade e lactato, a razao fosfato de
calcio soluvel/coloidal e inativacdo térmica da cultura starter (SHEEHAN & GUINEE,
2004). Para o teor de proteina total, o queijo Caciocavallo, que, semelhante a Mussarela,
€ de massa filada, apresentou teor inicial de proteina total de 23,6% no inicio da
maturacdo e 26,9% ao final de 120 dias (NIRO et al., 2017); valores proOXimos aos
encontrados neste estudo. Mussarela com baixos teores de umidade e gordura
apresentaram valores maiores de proteina total (AYYASH & SHAH, 2011; FEENEY et
al., 2002; SHEEHAN & GUINEE, 2004), o que € esperado visto que a diminuicdo de um

componente acarreta no aumento dos demais em teores percentuais.

Tabela lll.3. Médias de pH e proteina total para o queijo Mussarela durante a estocagem
refrigerada (2 a 4 °C)

Tempo de Valores *
armazenamento (dias) pH Proteina (% m/m)
15 5,18+0,15? 26,29+5,332
29 5,09+0,162 24,83+1,562
43 5,06+0,13% 22,16+0,35%
57 5,110,282 22,06+5,512
71 4,92+0,122 22,31+1,28?
85 4,91+0,20% 22,41+2,032

* Valores médios + desvio padrdo na mesma coluna com letras iguais indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).
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3.2.2 indices de protedlise

Os gueijos Mussarela apresentaram aumento de protedlise durante a estocagem
(Figura 111.1). EquacbGes de regressdo linear para os indices de protedlise foram
significativas (P<0,05) e estimadas, apresentando coeficientes de correlagéo linear maior
que 0,9 para a extenséao e 0,8 para a profundidade. A extenséo variou de 6,8% a 13,4%

enguanto a profundidade foi de 3,7% a 7,1% em 85 dias de estocagem.
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Figura lll.1. Regressao linear para os indices de extenséo e profundidade de Mussarela
durante estocagem refrigerada entre 2 e 4 °C.

Queijo Mussarela apresentou extensdo média de protedlise aos 27 dias de
estocagem refrigerada de 11% e profundidade média de 4,3% aproximadamente, sendo
0 queijo produzido com coalho de origem microbiana e temperatura de filagem 56 °C
(ROSA et al., 2007). Dave et al. (2003) encontraram profundidade de protedlise em
Mussarela com 60 dias menor que 2%. A extensdo de protedlise em Mussarela com
baixo teor de gordura produzida tradicionalmente com acidificacao via fermentacéo por
bactérias starter em trabalho conduzido por Sheehan et al. (2004) comegou com valores
menores que 2% e chegou a pouco mais de 5% com 70 dias de estocagem. Valores
semelhantes foram encontrados em Mussarela com baixo teor de gordura, extensao
variando de 3 a 8% e profundidade de 1,8 a 3,1%, aproximadamente, em 8 semanas de
estocagem (IMM et al., 2003). Esses dados reforcam uma tendéncia geral de a
Mussarela ser um queijo de protedlise menos acentuada em relacdo a outros queijos
(McSWEENEY, 2004).
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3.2.3 Aminoéacidos livres e aminas bioativas

A Mussarela apresentou formagdo e acumulo de aminas bioativas e aminoacidos
livres ao longo do tempo, como visto nas Figuras 111.2 e 111.3. A tiramina foi a Unica amina
encontrada neste queijo, e foi encontrada somente nos Uultimos trés tempos de
estocagem refrigerada e em niveis considerados seguros para consumo (Figura Il1.4).
Vale e Gléria (1998), em estudo sobre queijos disponiveis no mercado consumidor,
encontraram diversas aminas em Mussarela, sendo as mais prevalentes: histamina
(valor maximo 11,3 mg/100 g), tiramina (maximo 1,6 mg/100 g), putrescina (maximo 1,4
mg/100 g) e cadaverina (maximo 2,3 mg/100 g). Ubaldo et al. (2015) encontraram
tiramina somente em queijos Mussarela feitos com alta contagem de células somaticas
(média 0,4 mg/100 g). Entre as dez aminas avaliadas, somente espermina, triptamina,
tiramina e serotonina foram encontradas nos queijos Mussarela analisados com

diferentes contagens de células somaticas.
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Figura lll.2. Regressao linear para o teor de aminoacidos livres totais (AA total) do queijo
Mussarela durante estocagem refrigerada entre 2 e 4 °C.
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Figura 111.3. Regressao linear para o teor de aminas bioativas totais (AB total) do queijo
Mussarela durante estocagem refrigerada entre 2 e 4 °C.
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Aminas bioativas em Mussarela (mg/100g)

15 29 43 57 71 85

Dias a partir da fabricacao

Tiramina

Figura I11.4. Aminas bioativas em queijo Mussarela durante estocagem refrigerada entre
2e4°C.

Entre os aminoacidos encontrados no queijo Mussarela (Figura 111.5), destacaram-se
o0 &cido glutdmico com média de 35,2 mg/100 g, arginina com 25,1 mg/100 g, lisina com
20,3 mg/100 g, leucina com 32,3 mg/100 g e fenilalanina com 24 mg/100 g, sendo os
trés ultimos amino&cidos essenciais (FENNEMA, 1996). Acido aspartico e glutamina n&o
foram encontradas em nenhum tempo analisado para a Mussarela e treonina, tirosina e
metionina foram encontradas a partir dos Ultimos tempos de estocagem avaliados.

Os teores de aminoécidos livres totais em Mussarela, que neste trabalho chegou a
213,6 mg/100 g esta relacionada as caracteristicas deste queijo, ndo somente em
relacdo ao sabor, mas também com as propriedades funcionais, visto que este queijo
pode ser consumido em preparacdes alimentares e ndo somente da forma direta. Ainda,
0 escurecimento ndo enzimatico — reacdo de Maillard é uma propriedade desejada em
gueijo Mussarela quando aquecida em pizzas, porém se o0 escurecimento for maior que
o ideal pode ser causa de rejeicdo do consumidor. Os aminoacidos livres, bem como a
galactose residual de uma fermentacao incompleta, quando aquecidas no queijo durante
o preparo do alimento, participam da reacédo de Maillard, que leva ao escurecimento. O
fermento é fundamental no controle desta reacao, visto que a presenca dos aminoacidos
livres e da galactose residual dependem da capacidade das bactérias adicionadas (e
contaminantes) de hidrolizar os peptideos derivados da matriz caseinica e de fermentar
ou ndo a galactose (OBERG et al., 1991; COSTA & FURTADO, 2002c).
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Aminoacidos livres em Mussarela (mg/100g)

2
15 29 43 57 71 85
Dias a partir da fabricacdo
m Serina m Asparagina Glicina m Acido glutdmico M fon amonio
M Histidina B Treonina M Arginina M Alanina M Prolina
| Cistina W Tirosina Valina Metionina W Lisina
m Isoleucina M Leucina M Fenilalanina

Figura I11.5. Aminoacidos livres em gqueijo Mussarela durante estocagem refrigerada
entre 2 e 4 °C.

Dados de aminoacidos livres em Mussarela séo raros na literaura, reforcando a
importancia do presente estudo. O Unico trabalho encontrado foi o de Ayyash et al. (2011)
que analisaram o total de aminoacidos livres em Mussarela com baixa umidade pelo
método cadmio-ninidrina e reportaram os resultados em func¢éo da absorvancia a 507
nm, sem quantifica-los, o que impossibilita uma comparacao dos dados, embora também
tenha sido observado um aumento deste parametro ao longo do tempo de estocagem
dos queijos. Outro queijo de massa filada, o Cacciocavalo, foi analisado quanto aos
teores de aminoacidos livres individuais ao logo de sua maturagéo por 120 dias (NIRO
et al.,, 2017). No primeiro tempo analisado ndo foram encontrados acido aspartico,

asparagina, glutamina, tirosina, metionina, tirosina e histidina e o teor total de
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aminoacidos livres foi 22,8 mg/100 g, chegando a 89,0 mg/100 g no final da maturacéo,

com prevaléncia de leucina, ornitina, acido gama-aminobutirico — GABA e fenilalanina.

3.2.4 Perfil de textura

As propriedades de textura do queijo Mussarela ao longo da estocagem foram
avaliadas pela Anélise de Perfil de Textura (Tabela 111.4). Gomosidade e mastigabilidade
foram os parametros que sofreram alteragdo ao longo do tempo, diminuindo
significativamente e voltando a aumentar no ultimo tempo analisado. Ambos parametros
estado relacionados com a capacidade de fragmentar o alimento a ponto de engoli-lo, e
obtiveram correlacdo de Pearson alta (maiores que 0,8) e significativa (P<0,05) com
proteina total — correlacao positiva; e indices de protedlise extensao e profundidade —
correlagbes negativas. Dessa forma, a Mussarela foi ficando mais facil de ser triturada
durante a mastigacdo a medida que a protedlise aumentou com o tempo. Queijos
Mussarela com teor reduzido de umidade e gordura tiveram protedlise e textura avaliados
com o tempo de estocagem e também obtiveram altas correlacdes negativas entre os

indices de protedlise e parametros de textura (IMM et al., 2003).

Tabela lll.4. Parametros de textura de queijo Mussarela durante a estocagem refrigerada
entre 2 e 4 °C por 85 dias

Parametros por tempo de estocagem (dias)

Textura
15 29 43 57 71 85

Dureza(N) = 4304462 4154732 36758 3444043  30448,6°  37,4+34

(primeira “mordida”)
Dureza(N) ' 3914572 365690 32,3+37%  285:59%  256:4,6°  33,0+2,8°

(segunda “mordida”)
Gomosidade (N) 32,1+5,22 27,116,623 24,312,323 20,4+3,9° 18,3+1,6 25,843,720
Mastigabilidade (J) 0,21+0,042 0,16+0,052> 0,15+0,022>  0,13+0,02° 0,11+0,01» 0,14+0,022°
Coesividade 0,740,042 0,65+0,052 0,67+0,052 0,61+0,112 0,62+0,112  0,59+0,142
Elasticidade (mm) 6,51+0,172 5,98+0,382 6,12+0,242 6,18+0,222 6,19+0,192 6,17+0,252
indice de

. 0,82+0,022 0,75+0,052 0,77+0,032 0,78+0,032  0,78+0,022  0,77+0,032

elasticidade

Adesividade (mJ) 0,94+0,522 1,85+0,332 1,31+0,762 1,360,942 1,12+0,972 1,460,762

Valores médios + desvio padrdo (n=6 andlises de 3 repeticdes) na mesma linha com letras iguais indicam que ndo ha
diferenca significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).
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3.2.5 Bactérias laticas e aerébios mesofilos viaveis

A contagem total de bactérias laticas (BAL) e de mesofilos aerdbios viaveis (MAV) foi
realizada durante a maturacao dos queijos Mussarela (Tabela 111.5) e foi observado que
nao houve alteragdo com o tempo do log de unidades formadoras de col6nia por grama
de queijo (UFC/g) para os dois grupos analisados (P>0,05). Queijos Mussarela de baixa
umidade também ndo apresentaram crescimento significativo de bactérias laticas ao
longo da estocagem refrigerada por 27 dias, embora a contagem tenha sido menor do
gue a que apresentada no presente trabalho, estando entre 3 e 3,5 UFC/g (AYYASH &
SHAH, 2011), possivelmente pela diferenca de umidade entre 0os queijos. As bactérias
laticas s@o o principal grupo de microrganismos encontrados em queijos Mussarela
tradicionais (de leite cru) ou industriais, por serem importantes na fermentacao da lactose
com consequente acidificacdo necessaria a etapa de filagem, caracteristica dessa
categoria de queijos (COPPOLA et al., 2001).

As médias globais para bactérias laticas e mesdfilos aerdbios viaveis foram
respectivamente 7,62 e 6,11 log UFC/g, significativamente diferentes entre si (P<0,05).
Esse comportamento foi observado em outro trabalho conduzido em Mussarela de leite
de bufala (SILVA, 2010) e pode ser explicado pelo fato do fermento adicionado ser
termofilico e, portanto, ndo apresentar crescimento adequado no método aplicado a

quantificacdo de microrganismos mesofilos.

Tabela 111.5. Contagem média (log UFC/g + desvio padrdo) de bactérias laticas (BAL) e
mesofilos aerdbios viaveis (MAV) em queijos Mussarela durante a estocagem refrigerada
entre 2 e 4 °C por 85 dias

Contagem de microrganismos

Dias de (log UFC/g + desvio padrao)
estocagem
BAL MAV
15 8,38+1,632 5,18+1,242
29 7,63+0,792 6,07+1,172
43 7,96+0,482 6,66+0,332
57 6,71+0,872 6,27+0,372
71 7,57+0,682 6,90+1,272
85 7,47+0,982 5,59+1,212

BAL — bactérias laticas; MAV — mesdfilos aerdbios viaveis.
Valores médios + desvio padrao (n=6 analises de 3 repeti¢cdes) na mesma coluna com letras iguais indicam que nédo
ha diferenca significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).
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3.2.6 Anéalise multivariada

A analise de agrupamento hierarquico (HCA) resultou em trés grupos de analises
agrupados por similaridade (Figura II1.6). Um grupo incluiu todos os parametros de
protedlise e mesofilos aerdbios, enquanto todos os parametros de textura (com excecéo
de adesividade que formou um “grupo” isolado), bactérias laticas e pH formaram outro
grupo. Este grupamento sugere que as bactérias mesofilicas presentes nos queijos
Mussarela, ndo starter (NSLAB) s@o aquelas mais relacionadas a protedlise do queijo
enquanto o fermento constituido de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus interferiu no pH e consequentemente na textura dos queijos
estudados. Dessa forma, embora a protedlise seja tradicionalmente ligada as
propriedades funcionais da Mussarela, que por sua vez sdo quantificadas por parametros
de textura (OOMMEN et al., 2002), no presente trabalho os resultados sugerem que a
textura dos queijos est4 mais relacionada ao pH, que interfere no equilibrio de calcio do
complexo micelar caseinico e, consequentemente, na textura dos produtos finais (JOSHI
et al., 2004).

R4 —
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Figura II1.6. Dendrograma da Analise de Grupamento Hierarquico para as médias dos
parametros de textura, indices de protedlise, pH, bactérias laticas, mesdfilos aerdbios,
aminas bioativas e aminoacidos livres (totais e individuais) durante a estocagem
refrigerada entre 2 e 4 °C por 85 dias de queijo Mussarela.
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A analise de componentes principais (PCA) foi realizada nos resultados fisico-
quimicos, bioquimicos, microbiolégicos e de textura dos queijos Mussarela (Figuras
.7.A e 1ll.7.B). Os primeiros dois componentes principais (PC1l e PC2) explicaram
83,6% da variancia total, sendo que o PC1 foi responsavel por 71,9% e o PC2 por 11,7%.
Os tempos de maturacdo ficaram divididos em grupos que, com o auxilio da andlise
multivariada HCA aplicada as observacfes (Figura 111.7.C), foram reunidos por
similaridade em trés conjuntos: o primeiro tempo — 15 dias apds a fabricacdo dos queijos;
29 dias; e o terceiro grupo com os tempos finais de estocagem. Este agrupamento
respeitou a cronologia do tempo de estocagem, evidenciando a diferenciagéo do queijo
Mussarela em sua composi¢éao ao longo do tempo.

O componente principal PC1 apresentou correlacfes positivas maiores que 0,8 com
quase todos os aminoacidos livres individualmente e somados, além dos indices de
protedlise, e correlacdes negativas igualmente altas com alguns parametros de textura.
O componente principal PC2 no grafico de loading do PCA (Figura I1.7.B), separou o
primeiro e o ultimo tempo de estocagem dos demais. PC2 teve suas maiores correlacdes
com metionina (-0,649), gomosidade (-0,559), mastigabilidade (-0,429), elasticidade (-
0,671), indice de elasticidade (-0,662) e mesdfilos aerdbios viaveis (0,805). Gomosidade
e mastigabilidade apresentaram aumento significativo no udltimo tempo de analise,
comparado a valores iniciais, enquanto a contagem de mesdéfilos aerdbios, embora néo
significativamente, apresentou comportamento inverso, diminuindo no final.

Apesar de PC2 ter sido influenciado por mudancas ocorridas no final de estocagem,
concernente a parametros de textura e microbiologicos, PC1 foi influenciada pelo
comportamento global de aumento de protedlise e sua influéncia na textura do queijo,
representando a maior parte da variagdo nas observagdes relacionadas ao queijo
Mussarela.

4. Conclusao

O gueijo Mussarela apresentou alteracdes durante o tempo de estocagem refrigerada
guanto a proteolise e ao perfil de aminoacidos livres, aminas bioativas e textura. Apenas
tiramina foi encontrada entre as aminas bioativas pesquisadas, no final do tempo de
estocagem avaliado e em niveis seguros para 0 consumo para individuos saudaveis,
enquanto entre os aminoacidos livres foram prevalentes o acido glutdmico, arginina,
lisina, leucina e fenilalanina. Destes, o primeiro possui reconhecido gosto umami,

enguanto os ultimos trés sdo considerados amargos.
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Figura II.7. Graficos de score (A) e loading (B), obtidos pela Andlise de Componentes Principais, para as médias dos parametros de
textura, indices de protedlise, pH, bactérias laticas, mesofilos aerdbios viaveis, aminas bioativas e aminoacidos livres (totais e
individuais) durante a estocagem refrigerada entre 2 e 4 °C por 85 dias de queijos Mussarela; (C) Dendrograma da Analise de
Grupamento Hierarquico para as observac¢des obtidas em cada tempo de estocagem.
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Juntos aos demais aminoacidos livres, participam da reacdo de Maillard, que é
importante na caracterizacdo de queijos Mussarela, em sua propriedade funcional de
escurecimento, quando aquecida nas preparacdes alimentares.

A TPA dos queijos Mussarela apresentou gomosidade e mastigabilidade, parametros
relacionados a capacidade de fragmentar o alimento a ponto de engoli-lo, diminuindo até
0 penultimo tempo avaliado, e as correlacfes altas e positivas com a protedlise do queijo
sugerem uma relacdo, com possivel alteracdo nas caracteristicas funcionais da
Mussarela relativas a maciez e fatiabilidade.

As contagens de bactérias laticas e mesdfilos aerdbios viaveis foram determinantes
na Analise Multivariada. Tanto PCA quanto HCA foram Uteis na interpretacdo das
mudancas observadas nos queijos durante sua estocagem, visto que foi possivel
evidenciar que as bactérias laticas foram importantes nas alteracdes relacionadas a
textura, enquanto os mesofilos aerdbios na protedlise dos queijos, evento mais
importante e mais correlacionado ao componente principal mais expressivo obtido na
PCA dos queijos Mussarela. Indicadores relacionados a protedlise, extenséo,
profundidade e aminoacidos livres (individuais e teor total) sdo, portanto, relevantes
indicadores do tempo de estocagem de Mussarela.

109



CAPITULO IV

INFLUENCIA DO TEMPO DE MATURACAO NO PERFIL DE AMINAS
BIOATIVAS, AMINOACIDOS LIVRES, TEXTURA E CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS EM QUEIJO PRATO

1. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do tempo de maturagéao no perfil
de aminas bioativas livres, aminoacidos livres, protedlise, pH, perfil de textura, contagem
de bactérias laticas e aerobios mesofilos viaveis em queijo Prato, bem como verificar a
existéncia de correlagdes que expliquem alteracdes, caracterizando o queijo ao longo de

sua maturacao.
2. Material e Métodos
2.1 Producdo dos queijos Prato

Queijos Prato foram fabricados em trés repeticdes no Nucleo Industrial do Instituto de
Laticinios Candido Tostes - ILCT da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais
— EPAMIG, em Juiz de Fora, MG, conforme descrito em Dutra e Munck (2002). O leite
utilizado nas fabrica¢6es foi captado na regido de Juiz de Fora entre abril e maio de 2016
e atendeu as especificacfes de qualidade exigidas na legislacdo (BRASIL, 2011).

O leite foi padronizado em relacdo ao teor de gordura para 3,5%, pasteurizado (75
°C/15 s), resfriado a 30 — 31 °C e adicionado de cloreto de célcio (0,02%), corante urucum
(solucdo comercial), fermento latico mesofilico tipo “O” (Lactococcus lactis subsp. lactis
e Lactococcus lactis subsp. cremoris) e coagulante em quantidades recomendadas pelos
fabricantes. O fermento e o coagulante Chy-max®, foram fornecidos pela Chr. Hansen
(Hgrsholm, Dinamarca).

Apos aproximadamente 45 minutos de repouso, a coalhada foi cortada lentamente
em cubos de 0,5 cm de aresta. Foi feito repouso de 3 minutos, seguido de agitacao lenta
por 20 minutos. Procedeu-se a dessoragem com retirada de 40% de soro. A segunda
agitacao foi rapida e acompanhada de um aquecimento lento da massa com agua quente
a 80 °C até a massa atingir a temperatura de 42 °C. O “ponto da massa” ocorreu quando

os graos ficaram firmes, aproximadamente 80 minutos apos o corte da coalhada.
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Depois de obtido o ponto, a massa foi completamente dessorada e pré-prensada no
préprio tanque por 15 minutos. A massa foi enformada em formas retangulares com
dessoradores e 0s queijos foram entédo prensados por 30 minutos com presséao de 15 kg,
virados e permaneceram por mais 12 horas na prensa (overnight).

ApOs a prensagem, os dessoradores foram retirados e procedeu-se uma terceira
prensagem em que 0s queijos foram mantidos por 40 minutos com pressao de 20 kg. A
salga foi realizada em salmoura a 10 — 12 °C com 20% de sal por 24 horas e, em seguida,
0s queijos foram encaminhados a camara fria (10 — 12 °C) por mais 24 horas. Apoés a
secagem, os queijos foram embalados em embalagem pléstica termoencolhivel e
deixados em camaras frias por mais 8 dias a temperatura de 12 °C para maturacgao,
guando entédo foram enviados para camara fria, a temperatura de 2 a 4 °C.

Periodicamente, aos 8, 15, 22, 29, 35 e 42 dias de fabricagcédo, foram colhidas
amostras e analisadas em duplicata. No primeiro dia (8 dias ap0s a fabricagéo) foram
analisadas amostras para aminoacidos livres, aminas bioativas, teor total de sdlidos,
gordura em extrato seco, cloretos, atividade da agua, pH, nitrogénio total (NT), nitrogénio
solavel em pH 4,6 (NSpra,6), nitrogénio solavel em &cido tricloroacético 12% (NStca12%),
perfil de textura, contagem de bactérias laticas e contagem de aerébios mesdfilos viaveis.
Durante a maturacdo, foram determinados aminodacidos livres, aminas bioativas, NT,
NSpH4,6, NStcai2e, perfil de textura, pH, contagem de bactérias laticas e contagem de

aerébios mesodfilos viaveis.

2.2 Reagentes

Os reagentes para analises fisico-quimicas, bioguimicas (aminas e aminoacidos) e

microbiolégicas foram os mesmos citados no Capitulo Il.

2.3 Andlises fisico-quimicas, bioquimicas e microbiolégicas

Os métodos utilizados para andlises fisico-quimicas, bioquimicas (aminas e

aminodacidos) e microbiolégicas foram os mesmos descritos no Capitulo II.

2.4 Perfil de textura

A analise do perfil de textura (TPA) das amostras de queijos foi conduzida segundo
Sobral et al. (2016), usando texturébmetro CT3 Brookfield (Middleboro, MA, EUA).
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Velocidades de pré-teste, teste e pds teste foi de 1 mm/s, com distancia de compresséo
de 40% a partir da parte superior da amostra. Foi utilizada sonda cilindrica (TA 4/1000)
de 38,1 mm de diametro, célula de carga de 4,5 kg e trigger point de 0,05 N. Amostras
cilindricas (2 cm de largura, 2,5 cm de profundidade) foram aleatoriamente coletadas em
6 partes do queijo para cada determinacdo. Os parametros de textura analisados foram

0S mesmos descritos no Capitulo .

2.5 Andlises estatisticas

O delineamento do experimento, bem como as técnicas estatisticas e tratamento dos

dados aplicados foram semelhantes aos descritos no Capitulo 1.

3. Resultados e Discussao

3.1 Caracteristicas do queijo Prato aos 8 dias de maturacao

As caracteristicas fisico-quimicas do queijo Prato aos 8 dias ap0s sua fabricacéo
estdo descritas na Tabela IV.1. Os valores obtidos para GES (46,0%) e umidade (45,8%)
estdo de acordo com o RTIQ de queijos Prato (BRASIL, 1997a), tendo sido classificado
como queijo gordo e de média umidade (BRASIL, 1996). Além disso, 0 queijo Prato
apresentou pH de 5,2, proteina total de 22,96%, extenséo e profundidade abaixo de 6%,
cloreto de sddio 1,97% e atividade de agua 0,95, valores semelhantes a encontrados na
literatura (Tabela IV.1).

Tabela IV.1. Composicdo média de queijos Prato aos 8 dias apos sua fabricacéo

Parametros (unidades) Valores (médias + DP) *
pH 5,20+0,18
Proteina total (% m/m) 22,96+0,49
indice de Extenséo (%) 5,56+1,82
indice de Profundidade (%) 2,91+0,39
Cloreto de sodio (% m/m) 1,97+0,12
Atividade de agua 0,95+0,01
GES (%) 46,00+2,41
Umidade (%om/m) 45,80+1,24
Sal na umidade (%) 4,08+0,42

* DP = desvio padrdo. n=3 repeticdes.
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Sobral et al. (2014) avaliaram queijo Prato esférico e obtiveram, para o tratamento
controle, umidade de 45,67% m/m, GES 57,06%, pH 5,46, proteina bruta 19,42% m/m e
atividade de agua 0,98. Spadoti et al. (2003) avaliaram queijos Prato produzidos a partir
de leite ultrafiltrado e para seu tratamento controle o pH foi 5,37, umidade 48, 23% m/m,
GES 48,78%, proteina total 18,42% m/m, sal 1,60% m/m e sal na umidade 3,22%.
Valores aproximados foram encontrados em estudo similar (realizado com leite
ultrafiltrado na fabricacdo dos queijos) para o queijo Prato controle com 10 dias de
fabricacdo: pH 5,41, umidade 48,4% m/m, GES 48,3%, proteina total 18,16% m/m, sal
1,63% m/m e sal na umidade 3,27% (NARIMATSU et al., 2003). Sanchez (2000)
encontrou atividade de agua de 0,956 para queijo prato com 7 dias de fabricacdo. Alves
et al. (2013) avaliaram parametros fisico-quimicos e de textura em queijos Prato feitos
em escala piloto com diferentes coagulantes. Para seu grupo controle, apds 5 dias de
fabricacédo, os queijos apresentaram pH de 5,13, umidade de 44% m/m, GES 49,67%,
proteina total 22,97% m/m, sal 1,93%, sal na umidade 4,38%. O queijo Prato é um
produto de tecnologia bem estabelecida, por ser produzido em larga escala devido ao
alto consumo no Pais, o que esta de acordo com o fato dos dados encontrados em
diversos trabalhos apresentarem similaridade.

Os perfis de aminas bioativas e aminoacidos livres para 0 queijo Prato estdo
demonstrados na Tabela IV.2. No primeiro tempo analisado o acido glutamico,
asparagina, leucina, lisina, prolina, serina, valina e o ion amonio foram quantificados em
baixos niveis e o total de aminoacidos livres chegou a 39,5 mg/100 g. Acido glutamico
foi 0 aminoacido prevalente neste estagio de maturacdo e a valina foi 0 aminoacido
encontrado em menor quantidade, 2,4 mg/100 g. Aos 8 dias apos a fabricacdo dos
queijos Prato nenhuma amina foi detectada, o que € esperado visto que estas sao
formadas pela descarboxilacdo de aminoacidos (aminas biogénicas) e, ndo havendo
aminoécidos livres em grande quantidade, sua formacdo ndo € observada nos periodos
iniciais de maturacao do queijo Prato.

N&o foi encontrado na literatura dados sobre a quantificacdo de aminoacidos livres
em varios estagios de maturacéo em queijo Prato industrial, porém Gorostiza et al. (2004)
avaliaram estes parametros em queijo Prato artesanal (feito a partir de leite cru) e
encontraram 21 aminod&cidos livres em 7 dias de maturacdo enquanto 8 aminoacidos
livres foram encontrados aos 8 dias de maturacdo do queijo Prato no presente trabalho.
Os teores individuais e total de aminoacidos livres em queijo Prato feito a partir de leite
cru também foram maiores que os encontrados para o queijo feito a partir de leite

pasteurizado no inicio da maturagéo. Gorostiza et al. (2004) obtiveram teores totais de
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aminodcidos livres de 415 mg por 100 g de sélidos totais enquanto o queijo fabricado no

presente estudo continha 72,9 mg por 100 g de sélidos totais do queijo.

Tabela I1V.2. Aminoacidos livres e aminas bioativas em queijos Prato durante maturacao
entre 2 e 4 °C por 42 dias

Teores de aminas bioativas e aminoacidos (mg/100 g) durante maturacao (dias)
8 15 22 29 35 42
fon aménio 2,1+0,7 2,8t1,4 3,5¢1,5 3,6+1,9 4,2+1,9 5,3%1,2

Aminoéacidos

Acido glutamico 13,4+3,1 10,945,7 10,2+6,6 11,1+8,2 12,9+8,9 16,2+10,1

Alanina nd 2,0£0,3 2,7+0,4 2,7+0,7 3,2+1,1 3,9+0,8
Asparagina 2,8+0,4 3,1+0,5 3,3:0,4 3,4+0,5 3,2+0,5 3,6+0,9
Fenilalanina nd 4,919 5,9+1,8 7,5£3,0 8,4+2,0 11,5+2,3
Leucina 4,1+0,9 6,3+1,9 7,8+1,7 8,824 10,1+2,2 13,5+3,2
Lisina 4,2+1 .4 4,622 4,2+2.6 4,4+0,6 5,5£2,7 6,1+2,2
Prolina 5,7+0,4 6,3+0,3 6,5+0,6 6,5+0,2 6,3+1,0 7,1+0,8
Serina 4,8+0,5 6,5+£1,2 5,5+0,9 5,5+1,6 5,7¥1,4 4,7+1.6
Treonina nd 2,5%0,3 2,90,4 3,2%0,2 3,640,8 4,7+1,5
Valina 2,4+0,2 3,014 3,5+1,4 4,1+1,6 4,7+2,2 5,9+2,8
Aminas
Cadaverina nd nd 2,8+2,1 3,6+3,2 4,6+3,0 5,3x2,9
Tiramina nd nd nd nd nd 3,3x0,1
Total

Aminoacidos livres 39,5+4,0¢ 52,9+12,8bc 56,0+13,7bc 60,9+15,0akc 67,8+18,32° 82,4+15,32
Aminas bioativas nd nd 2,8+2,1° 3,6+3,2ab 4,6+3,02 8,6+2,92

Médias * desvio padrao (n=3) seguidas de letras diferentes em cada linha sao significativamente diferentes
(Teste de Fisher, P<0,05). nd=néo detectado

3.2 Alteracdes ocorridas durante a maturagédo do queijo Prato

3.2.1 pH e proteina total

O queijo Prato apresentou pH constante durante sua maturacdo, com média de 5,08
(Tabela 1V.3). Na literatura, diversos valores de pH de queijo Prato ao longo da
maturacdo foram encontrados, de uma forma geral maiores que os valores encontrados
no presente trabalho. O pH do queijo Prato light sem adi¢ao de cultura adjunta aos 5 dias
de fabricagao foi 5,36 (BARROS et al.,, 2006). Em outros trabalhos, o queijo Prato
maturado por 60 dias teve variacdo de pH entre 5,22 e 5,36 (ANTUNES & COSTA, 1995)
e entre 5,52 e 5,85 (RAPACCI et al., 1996). Queijos Prato de diferentes Estados
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brasileiros foram maturados por 5 semanas (MORENO et al., 2002). O queijo Prato
fabricado em S&o Paulo obteve na primeira semana o menor valor de pH encontrado,
5,34, enquanto o queijo de Goias, na quarta semana de maturacao, apresentou 0 maior
valor de pH — 5,76. Alves et al. (2013) avaliaram pH de queijo Prato aos 5 dias de
maturacédo e o valor encontrado foi de 5,13; mais proximo ao encontrado nesse trabalho.
A variacéo do pH ao longo da maturacéo depende do tipo de microbiota presente, sendo
gue 0s queijos processados com espécies que utilizam lentamente a lactose apresentam
uma elevagdo mais rapida do pH, enquanto que uma diminuicdo do pH pode estar
relacionada com o numero elevado de bactérias NSLAB detectadas nesses queijos
(MORENO et al., 2002).

Tabela IV.3. Médias de pH e proteina total para o queijo Prato durante a maturacdo entre
2 e 4 °C por 42 dias

Tempo de Valores *
armazenamento (dias) oH Proteina (% m/m)
8 5,20+0,18% 22,960,492
15 5,02+0,182 22,73+0,18?
22 5,02+0,09% 22,58+1,38?
29 5,00+0,10% 19,95+0,60°
35 5,08+0,13% 18,59+1,00°
42 5,14+0,042 20,22+0,77°

* Valores médios + desvio padrdo na mesma coluna com letras iguais indicam que ndo ha diferenca
significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).

A proteina total do queijo Prato apresentou diminui¢cdo entre 0s primeiros trés tempos
de maturacdo mensurados e os trés tempos finais (Tabela 1V.3), com regressao
significativa (Figura IV.1). Alves et al. (2013) quantificaram a proteina total de queijo Prato
aos 5 dias de maturacao e o valor encontrado foi de 22,97%, similar ao encontrado nesse
trabalho. Queijos Prato maturados obtiveram variagdo para o conteudo de proteina total
de 21,7% (queijo do Estado de Santa Catarina, na segunda semana de maturacgdo) a
23,7% (queijo do Estado de Minas Gerais, na quinta semana de maturacao). Queijo Prato
com adicdo de cultura produtora de exopolissacarideo apresentou 22,2% de proteina
total aos 2 dias de maturacdo (NEPOMUCENO et al., 2016). Os dados apresentados
mostraram que o teor de proteina total em queijo Prato apresenta similaridade em
diversos estudos realizados e apresenta robustez frente a diversos fatores de

diferenciacao do queijo aplicados, inclusive tempo de maturacéo.
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Figura IV.1. Regressao linear para a porcentagem de proteina total do queijo Prato
durante maturacao entre 2 e 4 °C por 42 dias.

3.2.2 Indices de protedlise

A protedlise aumentou durante a maturacdo do queijo Prato, fato expresso nos
indices de extensédo e profundidade (Tabela IV.4), porém a extensdo da protedlise
apresentou maior variacdo que a profundidade durante o periodo analisado, visto que 0s
coeficientes angulares foram bem distintos entre si (Figura IV.2). Sendo o queijo Prato
um queijo de massa cozida, a plasmina pode ter uma forte influéncia na protedlise deste
gueijo, pois a plasmina resiste a altas temperaturas, concomitante com a ativacdo do
plasminogénio devido a inativacdo térmica dos inibidores dos ativadores de
plasminogénio, precursor da plasmina (McSWEENEY, 2004). A plasmina é uma
protease que hidrolisa diretamente as fracdes da caseina, interferindo diretamente no

NSpH4,6, € portanto, no indice de extensdo (IVENS et al., 2017).

Tabela 1V.4. Médias de extensdo e profundidade de protedlise para o queijo Prato
durante a maturacgéo entre 2 e 4 °C por 42 dias

Tempo de Protedlise *
armazenamento (dias) Extensédo (%) Profundidade (%)
8 5,56+1,82° 2,91+0,39°
15 6,28+1,2° 4,28+0,972°
22 8,93+2,82° 6,39+2,362
29 8,57+2,18° 6,54+1,572
35 7,54+2,45° 4,86+1,69%°
42 13,22+1,222 6,71+0,712

* Valores médios + desvio padrdo na mesma coluna com letras iguais indicam que ndo ha diferenga
significativa entre as médias (Teste de Fisher, P>0,05).
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Figura IV.2. Regressao linear para os indices de extensédo e profundidade da protedlise
do queijo Prato durante maturacao entre 2 e 4 °C por 42 dias.

Barros et al. (2006) avaliaram a protedlise de queijos Prato light e a profundidade
variou de 2% a aproximadamente 5,5% entre 2 e 45 dias de maturacdo. J4 a extensao
apresentou valores pouco abaixo de 5% aos 5 dias de fabricacéo, entre 5 e 10% aos 25
dias e acima de 10% aos 45 dias. Narimatsu et al. e (2003) Alves et al. (2013) avaliaram
queijos Prato durante a maturacdo e observaram comportamento de protedlise
semelhante ao encontrado neste trabalho, de aumento com o tempo de fabricacao.
Narimatsu et al. (2003) encontraram a extensao da protedlise abaixo de 10% aos 10 dias
de fabricacao, entre 10 e 15% aos 25 dias e pouco acima de 15% aos 45 dias, enquanto
a profundidade foi de 2 a 3%, 3 a 4% e aproximadamente 5%, respectivamente. Queijos
Prato com teor reduzido de gordura adquiridos no mercado apresentaram extensao entre
5 e 15% e profundidade entre 3 e 9% aos 30 dias de fabricacdo (DE RENSIS et al.,
2009). Todos esses dados sdo proximos aos encontrados neste estudo, e corroboram
com a conclusédo de que a extensado da protedlise € mais pronunciada neste tipo de queijo
gue a profundidade, fato que caracteriza o queijo quanto ao sabor e textura intrinsecos
deste produto.
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3.2.3 Aminoéacidos livres e aminas bioativas

O queijo Prato apresentou diferenca significativa (P<0,05) entre amino&cidos totais
para os diferentes tempos de maturacdo avaliados; também para aminas totais essa
diferenca foi significativa (Tabela 1V.2). O teor maximo encontrado para aminoacidos
livres totais foi 82,4 mg/100 g e para aminas bioativas 8,6 mg/100 g, ambos no ultimo
tempo de maturacdo — 42 dias. A regressao para estes dois parametros também foi

significativa (P<0,05) e o coeficiente de determinacao foi maior que 0,9 (Figura 1V.3).
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Figura IV.3. Regressao linear para os teores de aminoacidos (AA) livres e aminas
bioativas (AB) totais do queijo Prato durante maturacao entre 2 e 4 °C por 42 dias.

Redruello et al. (2013) encontraram teor de aminoéacidos livres totais para o queijo
Gouda, que é semelhante ao queijo Prato em seus teores de GES e umidade, porém
mais maturado, de 6,59 g/100 g, com destaque para a leucina com 893,7 mg/100 g, lisina
com 626 mg/100 g e valina com mais de 543 mg/100 g. No presente estudo ndo foram
encontrados acido aspartico, glicina, glutamina, histidina, arginina, cistina, tirosina,
metionina e isoleucina em nenhum tempo de analise do queijo Prato. Os aminoacidos
mais abundantes sdo o acido glutamico, leucina e fenilalanina (Figura 1V.4). O acido
glutdmico é um importante aminoacido relacionado ao gosto umami e, portanto,

possivelmente contribui para as caracteristicas organolépticas do produto final.

118



90

80

70

60

50

40

Aminodcidos Livres (mg/100g)

30

20

10

8 15 22 29 35 42
Dias a partir da fabricagdo

H Serina 1 Asparagina = Acido glutdmico B jon am6nio
B Treonina H Alanina H Prolina = Valina
u Lisina H Leucina M Fenilalanina

Figura IV.4. Amino&cidos livres em queijo Prato durante maturagéo entre 2 e 4 °C por 42
dias.

As Unicas aminas presentes no queijo Prato foram cadaverina, a partir de 22 dias de
fabricacao até o final, e a tiramina, que apareceu somente no ultimo tempo avaliado para
este queijo (Figura IV.5). A quantidade de tiramina (3,32 mg/100 g) no queijo Prato &
considerado seguro para individuos saudaveis que nao estejam em tratamento com
medicamentos inibidores de MAO, que é de 10 a 80 mg/100 g de queijo para essa amina
(EFSA, 2011; BENKERROUM, 2016). A quantidade maxima encontrada de cadaverina,
5,33 mg/100 g, estd abaixo do limiar de percepg¢do para seu sabor considerado 19
mg/100 g (GLORIA, 2006). Histamina, putrescina e cadaverina foram as principais
aminas encontradas em queijos Prato analisados por Vale e Gléria (1998), tendo sido
encontrados valores tdo baixos quanto os relatados para os queijos neste trabalho: 6,15;
3,53; 3,39 mg/100 g respectivamente.
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Figura IV.5. Aminas bioativas em queijo Prato durante maturacéo entre 2 e 4 °C por 42
dias.

3.2.4 Perfil de textura

A elasticidade do queijo é a distancia recuperada apés forca aplicada pelo
texturbmetro durante a primeira compressao; o indice de elasticidade é a razao entre a
altura da amostra apds descompressao do queijo e a altura original (GUNASEKARAN &
AK, 2003). Estes indices sofreram leve variacdo no queijo Prato durante a maturacéo,
diminuindo ao longo do tempo (Tabela IV.5). J& a adesividade dos queijos mostrou
oscilagcdes e diferencas significativas entre as médias, que variaram de 0,10 a 1,82 mJ
do primeiro ao ultimo tempo avaliado, mostrando que de forma geral o parametro sofreu
um aumento durante a maturacao (Tabela IV.5). Esse comportamento foi semelhante ao
encontrado em queijos Prato produzidos com leite comum e ultrafiltrado (SPADOTI et
al.,, 2005); e queijos Prato produzidos com e sem cultura produtora de exo-
polissacarideos (NEPOMUCENO et al., 2016). A protedlise, que leva a um aumento na
fluidez da estrutura proteica, ou uma diminui¢cdo do pH, podem levar a uma diminui¢c&o
da elasticidade de queijos (SPADOTI et al., 2005). A adesividade pode ter sofrido
alteracdes que, embora contrarias — 0 que € esperado pela definicdo dos parametros
avaliados — também pode estar relacionada a alteracdes na protedlise do queijo Prato

durante a maturagéo.
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Tabela IV.5. Parametros de textura de queijo Prato durante a maturacdo entre 2 e 4 °C

por 42 dias
Parametros por tempo de maturacao
Textura
8 15 22 29 35 42
Dureza(N) ' 354186 362473 30,1458  31,147,8°  32,740,0  37,9+9,87
(primeira “mordida”)
Dureza(N) = 330,800 3264738 3408542 2644608 2814822 31,7481
(segunda “mordida”)
Gomosidade (N) 27,546,82 27,017,082 27,645,12 21,3+4,22 22,0+7,22 25,1+6,32
Mastigabilidade (J) 0,19+0,042 0,18+0,042  0,19+0,042 0,14+0,032 0,14+0,052  0,17+0,042
Coesividade 0,76+0,012 0,74+0,042  0,70+0,032 0,70+0,042 0,67+0,062 0,67+0,022
Elasticidade (mm) 6,06+0,192 6,69+0,123> 6,70+0,172° 6,69+0,202> 6,31+0,25> 6,59+0,122b
indice de b b b b b
L 0,870,022 0,84+0,012> 0,84+0,022 0,84+0,032 0,79+0,03 0,83+0,022
elasticidade
Adesividade (mJ) 0,10+0,05* 0,62+0,022> 1,16+0,632° 0,41+0,16" 0,88+0,072> 1,82+0,532

Valores médios + desvio padrdo (n=6 analises de 3 repeticdes) na mesma linha com letras iguais indicam que ndo ha
diferenca significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).

3.2.5 Bactérias laticas e aer6bios mesofilos viaveis

Durante a maturacdo de queijo Prato houve uma diminuicdo da contagem de
mesofilos aerdbios totais enquanto a contagem de bactérias laticas permaneceu

constante (Tabela IV.6).

Tabela IV.6. Contagem média (log UFC/g + desvio padrao) de bactérias laticas (BAL) e
mesofilos aerdbios viaveis (MAV) em queijos Prato durante a maturacéo entre 2 e 4 °C
por 42 dias

Contagem de microrganismos

Dias de (log UFC/g + desvio padrao)
maturacao
BAL MAV
8 9,10+0,13? 8,99+0,30%°
15 9,27+0,622 9,20+0,752
22 7,92+1,36° 8,25+0,372
29 8,73+0,102 8,31+0,112
35 7,891,342 7,42+0,94°
42 7,81+0,612 7,51+0,782

BAL — bactérias laticas; MAV — mesobfilos aerdbios viaveis.
Valores médios * desvio padrao (n=6 andlises de 3 repeticdes) na mesma coluna com letras iguais indicam que ndo
ha diferenca significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).
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Em relacdo a contagem de MAV, comportamento semelhante foi encontrado em
gueijos Prato submetidos a salga em salmoura com cloreto de sédio e cloreto de potassio
em diferentes propor¢des; nos quais foi notado também uma diminuicdo na contagem
de Lactococcus ao longo da maturacao por 60 dias, chegando a menos de 1 log UFC/g
para os dois grupos de microrganismos no final da maturagao para todos os tratamentos
(RAPACCI et al., 1996). Essas bactérias sdo importantes na producao de enzimas
proteoliticas e descarboxilantes, capazes de atuar sobre a estrutura protéica dos queijos

produzindo aminodcidos livres e posteriormente aminas bioativas (GLORIA, 2006).

3.2.6 Anélise multivariada

A andlise de grupamento hierarquico realizada para as analises (Figura 1V.6) resultou
em 4 conjuntos agrupados por similaridade. No primeiro grupo estdo coesividade,
elasticidade, indice de elasticidade e as contagens microbioldgicas; no segundo,
mastigabilidade, gomosidade, dureza e proteina total; no terceiro, aminas, aminoacidos,

indices de protedlise, adesividade e pH; no quarto, apenas serina.

Mesofilos aerdbios
Coesividade E—
Bactérias Laticas

indice de elasticidade
Elasticidade

Mastigabilidade
Gomosidade
Dureza (2)

Dureza (1)

Proteina Total

ALA

THR

PHE

LEU

NH4+

Total AA

VAL

Total AB

CAD

PRO

ASN B
Extensdo
Profundidade
Adesividade
LYS
TIM
GLU
pH
SER

0.965 0.865 0.765 0.665 0.565 0.465

Similaridade

Figura IV.6. Dendrograma da Analise de Grupamento Hierarquico para as meédias dos
parametros de textura, indices de protedlise, pH, bactérias laticas, mesdfilos aerdbios,
aminas bioativas e aminodacidos livres (totais e individuais) durante maturacéo entre 2 e
4 °C por 42 dias de queijo Prato.
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Algumas dessas determinacdes possuem relacao entre si, como dureza e proteina
total, ou indices de protedlise e aminoécidos livres, o que ficou evidenciado por estarem
presentes nos mesmos grupos. A serina nao teve correlagao significativa com nenhum
outro parametro, apresentando a menor similaridade com as demais determinacdes.

No queijo Prato os primeiros dois componentes principais (PC1 e PC2) explicaram
81,2% da variancia total (Figura IV.7). A andlise de componentes principais (Figura
IV.7.B) auxiliada pela analise de grupamento hierarquico (Figura IV.7.C) foi capaz de
estratificar os tempos de maturacéo, sendo que o tempo 1 (8 dias ap0Os a fabricacao)
consistiu em um grupo, os tempos 2 e 3 em outro grupo (15 e 22 dias) e o terceiro grupo
foi formado dos tempos 4, 5 e 6 (29, 35 e 42 dias). A primeira e a segunda metade da
maturacao ficaram em lados distintos no grafico, divididos por PC1 (Figura IV.7.B). Como
demonstrado na Figura IV.7.A, o PC1 contribuiu com 61,59% da variancia total e estava
correlacionado principalmente com a soma total de aminoacidos livres (0,980), de
aminas bioativas (0,958), os aminod&cidos treonina, alanina, valina, ion aménio, a amina
cadaverina e o parametro de textura coesividade (>0,94). O PC2 contribuiu com 19,61%
e suas correlacdes maiores foram com proteina total (0,882) e dureza (0,877). A serina
foi o parametro que teve a maior correlacdo negativa com PC2, que dividiu os tempos
de maturacdo colocando os trés primeiros préximos ao centro e os trés ultimos nos
extremos do grafico, afastados do centro (Figura IV.7). Pela analise multivariada foi
possivel notar que parametros de textura, aminoacidos e aminas livres foram mais
importantes na caracterizacdo da maturacdo do queijo Prato que os indices de protedlise
e contagem de BAL e MAV.

4. Conclusao

O queijo Prato é um produto nacional, com tecnologia difundida em diversos laticinios,
porém variabilidade em sua maturacédo, resultando em caracteristicas diversas de sabor,
aroma e textura, sdo esperadas devido a diferencas nas condicbes ambientais,
qualidade de matéria prima e insumos de fabricacdo, e diferencas fisicas, quimicas e
microbiolégicas. A cadaverina foi a amina mais abundante, e o acido glutamico o
aminodacido livre em maior quantidade. Estes compostos tém forte influéncia sobre o
sabor do queijo; o primeiro negativamente, causando off-flavor, e o segundo
positivamente, por ter relagdo com o gosto umami. Os indices de proteodlise ficaram

abaixo de 10% (com excecao da extensao aos 42 dias de maturacdo) e as mudancas

123



B¢}
o b o ST,
A % R "% H B S c
s, <% 8 42
%c%ﬂ} < 3 = E
% R % \% =
0,75 /an % = 3 22
/ \\\ ‘ %\ G2
Y/
% N
L \ ?
oo, e 15
e 7 o % H :
‘S /%d@ . R i
0,25 | [ triag Lafic, ‘ \ 1
_ Gl
s Coesividage \ X 8
- R )
© | | Contagem folal de bactdriag = 0 _
2 = :
= o~ 15
3] -
e O :_ 35
0,25 -1 i
29
05 5 - . G3
/
&
0,75 \\ / 3 139 % e
-1 4 : : : f
-1 -0,75 05 -0,25 0 0,25 05 0,75 1 10 -5 0 5 10 1 0995 09 098 098 0975
0,
PC1 (61,59 %) PC1 (61,59 %) Similaridade

Figura IV.7. Gréaficos de score (A) e loading (B), obtidos pela Analise de Componentes Principais, para as médias dos parametros de
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na textura foram mensuraveis para a elasticidade, que diminuiu, e a adesividade, que
aumentou. As contagens de bactérias laticas ndo sofreram alteracdo, mas as dos
mesofilos aerdbios totais sofreram pequena diminuicdo, porém significativa. A analise
multivariada mostrou que o teor de serina foi uma medida singular que n&o apresentou
correlagdo com as demais, e que os melhores indicadores da maturacdo de queijo Prato

sdo textura e teores totais de aminoacidos e aminas livres.
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CAPITULO V

INFLUENCIA DO TEMPO DE MATURACAO NO PERFIL DE AMINAS
BIOATIVAS, AMINOACIDOS LIVRES, TEXTURA E CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS EM QUEIJO PARMESAO

1. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia do tempo de maturacao no perfil
de aminas bioativas livres, aminoacidos livres, protedlise, pH, perfil de textura, contagem
de bactérias laticas e aerdbios mesdfilos viaveis em queijo Parmeséo, bem como verificar
a existéncia de correlacdes que expliquem alteragdes, caracterizando o queijo ao longo

de sua maturacéao.
2. Material e Métodos
2.1 Producao dos queijos Parmesao

Queijos Parmeséo foram fabricados em trés repeticdes no Nucleo Industrial do
Instituto de Laticinios Candido Tostes - ILCT da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais — EPAMIG, em Juiz de Fora, MG, conforme descrito em Dutra e Munck
(2002). O leite utilizado nas fabricac8es foi captado na regido de Juiz de Fora entre abril
e maio de 2016 e atendeu as especificacdes de qualidade exigidas na legislacao
(BRASIL, 2011).

O leite foi padronizado em relacdo ao teor de gordura para 2,5%, pasteurizado (75
°C/15 s), resfriado a 32 - 34 °C e adicionado de cloreto de calcio (0,02%), fermento
termofilico (Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus) e
nitrato de sodio em quantidades recomendadas pelos fabricantes. Apos 30 minutos de
pré-maturacédo foi adicionado o coagulante. O fermento e o coagulante Chy-max®, foram
fornecidos pela Chr. Hansen (Hgrsholm, Dinamarca).

Apoés aproximadamente 40 minutos de repouso, a coalhada foi cortada lentamente
em cubos de 0,3 cm de aresta. Foi feita a primeira agitagdo, com agitacao lenta por 20
minutos sem aquecimento e em seguida a segunda agitacdo por 50 minutos com
aguecimento lento (1 °C/2-3 min) até 44 °C e aquecimento rapido (1 °C/1min) até 48 °C.

O “ponto da massa” ocorreu quando os graos ficaram firmes e secos.

126



Depois de obtido o ponto, a massa foi completamente dessorada e pré-prensada por
20 minutos com 2 vezes o peso da massa. A massa foi enformada em formas cilindricas
de 5 kg e os queijos foram prensados com duas viragens, a primeira de 30 minutos e a
segunda de 60 minutos. ApOs essas viragens, 0S queijos permaneceram por mais 12
horas na prensa (overnight). A salga foi realizada em salmoura a 10 - 12 °C com 20% de
sal por 5 dias e em seguida os queijos foram encaminhados a camara fria (10 - 12 °C)
para maturacdo. Aos 29 dias os queijos foram fatiados em cunhas e embalados em
plastico termoencolhivel.

Periodicamente, aos 29, 63, 90, 119, 153 e 181 dias de fabricacdo, foram colhidas
amostras e analisadas em duplicata. No primeiro dia (29 dias ap0s a fabricacdo) foram
analisadas amostras para aminoacidos livres, aminas bioativas, teor total de sdlidos,
gordura em extrato seco, cloretos, atividade da agua, pH, nitrogénio total (NT), nitrogénio
solavel em pH 4,6 (NSpra,6), nitrogénio solavel em &cido tricloroacético 12% (NStca12%),
perfil de textura, contagem de bactérias laticas e contagem de aerdbios mesofilos viaveis.
Durante a maturacdo, foram determinados aminoéacidos livres, aminas bioativas, NT,
NSpH4,6, NStca12e, perfil de textura, pH, contagem de bactérias laticas e contagem de

aerébios mesodfilos viaveis.

2.2 Reagentes

Os reagentes para analises fisico-quimicas, bioquimicas (aminas e aminoacidos) e

microbioldgicas foram os mesmos citados no Capitulo Il.

2.3 Andlises fisico-quimicas, bioquimicas e microbiolégicas

Os métodos utilizados para andlises fisico-quimicas, bioquimicas (aminas e

aminoéacidos) e microbiolégicas foram os mesmos descritos no Capitulo II.

2.4 Perfil de textura

A analise do perfil de textura (TPA) das amostras de queijos foi conduzida conforme
Sobral et al. (2016), usando texturometro CT3 Brookfield (Middleboro, MA, EUA).
Velocidade de pré-teste foi 1 mm/s, de teste e poés teste foi de 2 mm/s, com distancia de
compressédo de 40% a partir da parte superior da amostra. Foi utilizada sonda coénica

(ATA 2/1000) de 35 mm de altura, 30 mm de diametro e angulo de 60°. célula de carga
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de 4,5 kg e trigger point de 0,05 N. Amostras cubicas (2 cm de largura, comprimento e
profundidade) foram aleatoriamente coletadas em 6 partes do queijo para cada
determinacdo. Os parametros de textura analisados foram os mesmos descritos no

Capitulo 11.

2.5 Andlises estatisticas

O delineamento do experimento, bem como as técnicas estatisticas e tratamento dos

dados aplicados foram semelhantes aos descritos no Capitulo 1.

3. Resultados e Discusséao

3.1 Caracteristicas do queijo Parmesao aos 29 dias de maturacéao

As caracteristicas fisico-quimicas do queijo Parmesdao aos 29 dias apds sua
fabricacdo estdo descritas na Tabela V.1. Os valores obtidos para GES (46,7%) e
umidade (35,8%) estdo de acordo com o RTIQ de queijos Parmesao (BRASIL, 1997c),

tendo sido classificado como queijo gordo e de baixa umidade (BRASIL, 1996).

Tabela V.1. Composicdo média de queijos Parmeséao aos 29 dias ap0s sua fabricacéo

Parametros (unidades) Valores (médias + DP) *
oH 5,37+0,06
Proteina total (% m/m) 27,45+3,38
indice de Extens&o (%) 6,85+2,45
indice de Profundidade (%) 2,91+0,53
Cloreto de sédio (% m/m) 2,28+0,25
Atividade de agua 0,94+0,01
GES (%) 46,70+2,32
Umidade (%om/m) 35,76+1,00
Sal na umidade (%) 5,8310,62

* DP = desvio padrdo. n=3 repeticdes.

Barros et al. (2011) obtiveram valores de composicdo centesimal de queijos
Parmesdo bem diferentes do apresentado neste estudo; com valores médios (3 lotes

de queijos Parmeséo) para atividade de agua de 0,977; 30,8% de umidade; 40,3% de
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gordura no extrato seco, 29,6% de proteina total e 1,02% de sal. A extensao da protedlise
aos 30 dias de maturacéo destes queijos foi 5,69% e a profundidade de protedlise 3,26%.
Diferencas no teor de umidade entre os dois trabalhos explicam as diferencas nos teores
de proteina e GES, enquanto o teor de sal pode ter sido o que influenciou as
discrepancias nos valores de atividade de agua.

Jaster et al. (2014) avaliaram 12 marcas de queijos Parmeséo vendidos em mercados
no sul do Brasil. O pH das amostras estava entre 5,33 e 5,76; umidade entre 27,5 e
41,5%; atividade de agua entre 0,83 e 0,94; proteina total entre 26,7 e 42,3% e GES
entre 22,8 e 50,6%. Os resultados deste trabalho se encontram dentro da variacao
destes queijos, que € muito ampla, seja por falta de padronizacdo de metodologias de
fabricacdo, seja pelo fato dos queijos se encontrarem em diferentes estagios de
maturacdo. Queijos Parmigiano Reggiano com 30 dias de maturacdo apresentaram
umidade de 37,0%, proteina 30,9%, GES 44,0%, sal 1,0%, pH 5,32, profundidade de
protedlise 6,7% e extensdo de 9,2% (PANARI et al., 2003). Em outro trabalho, queijos
Parmigiano Reggiano apresentaram GES médio de 45,3%, evidenciando a importancia
deste componente para a identidade deste produto (TOSI et al., 2008).

Aos 29 dias de maturacdo o queijo Parmesdo ndo apresentou nenhuma amina
bioativa quantificavel e apenas os aminodcidos &cido glutamico, alanina, arginina,
asparagina, leucina, lisina, prolina, serina, tirosina e valina foram quantificados, com teor
total de 51,5 mg/100 g (Tabela V.2). Queijos duros holandeses também apresentaram
baixo teor de aminas bioativas no inicio de sua maturacdo, um total de 3,05 mg/100 g
(KOMPRDA et al., 2007).

3.2 Mudancas ocorridas durante a estocagem do queijo Parmeséo

3.2.1 pH e proteina total

Os teores de proteina total e pH ndo sofreram variacdes significativas durante a
maturagéo dos queijos Parmeséao (Tabela V.3), tendo médias de 26,31+0,74% e 5,4+0,08
respectivamente. Valores semelhantes de pH foram encontrados para queijos duros,
porém os teores de proteina neste trabalho sdo menores que os encontrados na
literatura, que variaram de 26,7 a 42,3% (PANARI et al., 2003; JASTER et al., 2014)
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Tabela V.2. Aminoéacidos livres e aminas bioativas em queijos Parmesao durante

maturagéo entre 10 e 12 °C por 181 dias

Teores de aminas bioativas e aminoacidos (mg/100 g) durante maturacéao (dias)

29 63 90 119 153 181
fon aménio 2,6+0,8 4,4+1,0 6,8+1,4 13,516,2 11,442,2 17,7+7,0
Aminoécidos
Acido aspartico nd 9,1+0,0 18,6+0,0 23,7+0,0 43,0£0,0 45,7+0,0
Acido glutamico 5,8+4,1 19,5+7,2 36,1+18,7 52,1+22,2 83,56+49,4  100,7+41,0
Alanina 5,6+1,7 9,5+1,9 14,3+3,7 18,5+1,6 23,615,4 26,7+1,5
Arginina 5,5+1,6 9,5+6,5 15,8+13,2 22,7+9,2 46,8+14,0 44,1+3,1
Asparagina 2,8+0,0 5,2+3,3 8,7+7,6 10,2+10,5 18,6+19,5 17,9+19,9
Cistina nd nd nd nd 5,6+0,0 5,7+0,4
Fenilalanina nd 9,8+1,8 21,1+4,3 31,4+2,3 51,1+5,1 55,816,1
Glicina nd 2,0+0,0 2,9+0,7 3,542,3 7,545,1 8,415,0
Glutamina nd nd nd 4,8+0,0 18,9+0,0 17,4+0,0
Histidina nd 4,7+0,5 9,3+1,8 13,7+1,8 23,5+7,3 25,9+3,7
Isoleucina nd 6,4+0,0 8,216,4 11,548,7 22,0+16,4 25,9+15,3
Leucina 6,2+1,7 18,2+4,9 34,1+11,1 44,8+13,4 72,2+22,8 84,9+14,4
Lisina 6,31£3,6 16,246,8 27,6+15,6 36,0+19,4 59,8+34,7 76,1+25,0
Metionina nd 3,6+1,0 5,8+1,0 7,3t1,2 11,5+1,7 13,2+2,1
Prolina 3,8%1,3 8,1+3,6 14,5+9,3 21,6+9,9 38,7+21,5 46,3£18,0
Serina 4,340,6 6,1+2,5 8,613,2 13,0+6,3 13,1+1,9 17,5+6,4
Tirosina 4,0+0,0 5,9+0,0 7,6+£3,9 9,4+1,1 15,4+7,8 21,4+2,6
Treonina nd 4,6+0,9 7,2+3,6 11,9+4,0 19,048,1 23,948,0
Valina 4,7+0,0 10,445,3 19,2+12,5 30,5+11,7 52,0+20,7 62,4+17,1
Aminas
Agmatina nd nd nd nd 2,8+0,0 3,5+0,0
Feniletilamina nd nd nd nd 4,5+0,0 4,742,3
Putrescina nd nd nd nd nd 2,1+0,0
Serotonina nd 4,7+0,2 6,1+2,2 4,7+0,6 5,2+0,9 6,8+3,7
Tiramina nd 3,840,0 4,9+2.7 11,9+7,5 10,6x7,0 11,8+9,5
Triptamina nd nd nd nd nd 3,4+0,0
Totais
ﬁvr:‘;rs“’éddos 51+15¢  153+47¢  266+118°  380+131°c  637+243% 737196
Aminas bioativas nd 8,5+0,2P 11,0+4,9° 16,648,138  23,1+7,98b  32,2+15,52

Médias + desvio padrdo (n=3) seguidas de letras diferentes em cada linha séo significativamente diferentes
(Teste de Tukey, P<0,05). nd=nao detectado
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Tabela V.3. Médias de pH e proteina total para o queijo Parmeséo durante a maturacéo
entre 10 e 12 °C por 181 dias

Valores *
Tempo de maturacéo (dias)
pH Proteina (% m/m)
29 5,37+0,062 27,45+3,38?2
63 5,50+0,162 25,90+2,85%
90 5,41+0,112 26,68+0,312
119 5,260,172 25,90+1,362
153 5,36+0,152 26,35+0,672
181 5,30+0,112 25,30+2,242

* Valores médios + desvio padrdo na mesma coluna com letras iguais indicam que ndo ha diferenga
significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).

3.2.2 indices de protedlise

A extensdo e a profundidade da protedlise dos queijos Parmesdo aumentaram
linearmente ao longo da maturacdo por 6 meses, apresentando coeficientes de
correlacdo das equacoes lineares estimadas superior a 0,98 para a extensao e 0,97 para
a profundidade (Figura V.1). A extenséo cresceu mais que a profundidade, visto que os
coeficientes angulares apresentaram valores distintos (P<0,05), chegando a 21,6% e

13,5% respectivamente, aos 181 dias de fabricacdo (Tabela V.4).
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Figura V.1. Regresséo linear para os indices de extenséo e profundidade da protedlise
do queijo Parmesao durante a maturagéo entre 10 e 12 °C por 181 dias.
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Tabela V.4. Médias de extensédo e profundidade de protedlise para o queijo Parmesao
durante a maturacéo entre 10 e 12 °C por 181 dias

Tempo de Protedlise *
armazenamento (dias)  Extensdo (%)  Profundidade (%)
29 6,85+2,45¢ 2,91+0,53¢
63 10,08%3,27%° 6,59+2,14°
90 13,34+3,85 8,09+2,18"
119 15,52+4,342 9,85+1,96"
153 17,40+4,77% 11,02+1,75%
181 21,58+6,20° 13,511,772

* Valores médios = desvio padrdo na mesma coluna com letras iguais indicam que nao ha diferenca
significativa entre as médias (Teste de Fisher, P>0,05).

Trés lotes de queijo Parmesé&o foram avaliados por 180 dias e obtiveram indice de
extensdo variando de 5,7 a 19,7% e indice de profundidade de 3,3 a 12,3% (BARROS
et al., 2011). Queijos Parmigiano Reggiano com 6 meses de maturacdo apresentaram
22,9% de extensdo (com base em NS pH4,4) e 20,0% de profundidade de protedlise
(PANARI et al., 2003). Em média, o teor de NStcai2s/ NSpHa,6 NOS queijos Parmeséo
deste trabalho foi 59,6%. E um valor alto, porém semelhante ao obtido para queijos
Parmesao em outros trabalhos (BARROS et al., 2011) e inferior ao observado em outros
gueijos duros maturados como Parmigiano Reggiano e Grana Padano (PANARI et al.,
2003; PAULA et al., 2008). E esperado que o NStcai2% Seja composto de aminoacidos
livres, aménia e oligopeptideos de baixo peso molecular, os quais devem representar
entre 6 e 10% do nitrogénio total em queijos Parmigiano Reggiano (ADDEO et al., 1994).

A extensdao da protedlise de 161 queijos duros Parmigiano Reggiano foi estudada por
26 meses e a equacdo que melhor representou o crescimento deste indice foi uma
equacado de terceiro grau, visto que houve um rapido crescimento nos primeiros 14
meses de maturacdo e uma tendéncia a se manter constante nos meses seguintes. A
extensdo da protedlise variou de 9,9 a 21,7% entre o primeiro e 0 sexto més de

maturacdo, chegando a 32,9% ao final de 26 meses (TOSI et al., 2008).

3.2.3 Aminoéacidos livres e aminas bioativas

Teores relativos de aminoacidos livres tem sido utilizados para caracterizar queijos
duros quanto a variedade e ao tempo de maturacdo, bem como indices de protedlise
baseados na razdo entre produtos de degradacdo e seu composto primario (MAYER,

1996; D’INCECCO et al., 2016a). Assim como os indices de protedlise, os teores totais
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de aminoacidos livres e aminas bioativas aumentou linearmente durante a maturacao
dos queijos Parmesao (Figura V.2) chegando a 737,5 mg/100 g de aminoacidos livres e

32,2 mg/100 g de aminas bioativas totais, aos 181 dias de maturacao.
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Figura V.2. Regressédo linear para os teores de aminoacidos (AA) livres e aminas
bioativas (AB) totais do queijo Parmesao durante a maturagéo entre 10 e 12 °C por 181
dias.

Os aminoacidos livres encontrados em maior quantidade durante a maturacdo do
gueijo Parmeséo foram o &cido glutamico, a leucina e a lisina, chegando a 100,7 mg/100
g, 84,9 mg,100 g e 76,1 mg/100 g respectivamente, representando juntos 35% do total
de aminoacidos livres no final do tempo avaliado. Glicina e cistina foram os menos
prevalentes chegando a menos de 10 mg/100 g de queijo (Figura V.3).

Em trabalhos realizado com Parmigiano Reggiano também foi observada a liberacéao
de aminoacidos livres nos primeiros meses de maturacdo, o que foi considerado
significativo para caracterizacao deste tipo de queijo (TOSI et al., 2008). Teores maiores
gue os encontrados neste trabalho estdo correlacionados para aminoacidos livres em
queijo Parmigiano Reggiano, possivelmente pelo tempo maior de maturacdo deste
gueijo, com destaque para acido glutamico (1.448,9 mg/100 g), lisina (1.009,1 mg/100 g)
e leucina (729,0 mg/100 g) (FOX et al., 2004).

A concentracao crescente de solutos (sais, ions, aminoacidos livres) na fase aquosa
do queijo pode dar origem a agregacéo e fenbmenos de cristalizacdo que resultam em

diferentes tipos de estruturas no interior e superficie de diferentes variedades de queijos,
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sendo muito observado em queijos duros maturados por longos periodos (D'INCECCO
et al., 2016b). Queijos Grana Padano italianos foram analisados quanto ao teor de
aminoacidos presentes em granulos e manchas nos queijos. Tirosina, fenilalanina e
acido glutamico foram os principais aminoacidos livres presentes nos granulos, enquanto
nas manchas nédo havia tirosina, mas havia prevaléncia de leucina e isoleucina, todos
em teores médios diferentes do obtido para o queijo inteiro (BIANCHI et al., 1974).
Resultados semelhantes foram encontrados em outro trabalho conduzido com queijos
duros, com prevaléncia de 95% de tirosina nos granulos e leucina, fenilalanina e cristais
de fosfato de célcio em aglomeracdes nomeadas como microcristais (D'INCECCO et al.,
2016b). A contagem microbiana foi maior nesses pontos onde havia concentracédo de
aminoacidos do que no queijo como um todo, sugerindo que a acdo bacteriana é um
importante fator contribuinte para o fendémeno de localizacdo de aminoacidos (BIANCHI
et al., 1974). A presenca de soro residual onde a massa néo foi devidamente agregada
pode promover o crescimento e a lise de células bacterianas aprisionadas nessas
microcavidades, influenciando tanto a disponibilidade de metabdlitos quanto as
condicbes microambientais, que por sua vez regulam a difusédo e a cristalizacado de
solutos localmente (D'INCECCO et al., 2016b).

Peptideos de baixa massa molecular obtidos da protedlise (fracdo soluvel em TCA
12%) em queijos Parmigiano Reggiano maturados por 6 meses foram caracterizados
como sendo, em grande parte, fosforilados e procedentes da p-caseina. Esses peptideos
de B-caseina pareceram ser mais resistentes a hidrélise por enzimas presentes no queijo
gue os provenientes de outras fracGes de caseinas e a fosforilacdo, via ligacdo com o
aminodcido serina, por ser muito frequente indicou a importancia do grupo fosfato para
a solubilizacdo em TCA 12%. Em queijos maturados por longos periodos (acima de 15
meses), os fosfopeptideos ndo sdo mais encontrados, e a fosfoserina € encontrada livre
no meio (ADDEO et al., 1994).

Com relacdo as aminas bioativas, entre as dez pesquisadas, quatro ndo foram
encontradas em nenhum tempo de maturagéo avaliado no queijo Parmeséo: histamina,
cadaverina, espermidina e espermina. Serotonina e tiramina foram encontradas a partir
do segundo més de maturacdo, agmatina e feniletilamina a partir de 153 dias e a
putrescina e a triptamina somente aos 6 meses de fabricagéo do queijo (Figura V.4).

Tiramina foi a amina encontrada em maior quantidade, sendo que o teor considerado
perigoso para consumo por pessoas que tomam inibidores de monoamino oxidases
(farmaco de “primeira geragao”) pode ser atingido com 50 g de queijo Parmesé&o ja no

quarto més de maturacdo (EFSA, 2011). Para pessoas saudaveis e que nao fazem uso
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deste tipo de medicacéo, o nivel de tiramina encontrado em queijo Parmesao é seguro.
Os teores encontrados para tiramina neste trabalho sdo semelhantes a média
encontrada para queijos duros, de uma forma geral — 8,3 a 11,3 mg/100 g (EFSA, 2011).

Aminas biogénicas foram encontradas em queijos Parmigiano Reggiano em
quantidades abaixo do considerado potencialmente perigoso para a saude e histamina,

foi a amina encontrada em quantidade mais significante (INNOCENTE et al., 2015).

29 63 90 153 181

119
Dias de maturacao

Aminas Bioativas (mg/100 g)

= Agmatina Serotonina Tiramina ®Putrescina  ® Feniletilamina  ®m Triptamina

Figura V.4. Aminas bioativas em queijo Parmesao durante a maturacao entre 10 e 12 °C
por 181 dias.

3.2.4 Perfil de textura

O perfil de textura obtido para o queijo Parmesédo n&do apresentou alteracoes
significativas nos parametros estudados ao longo da maturacdo, exceto para a
adesividade, que aumentou nos ultimos 4 meses de maturacdo em relacdo aos 2 meses
iniciais (Tabela V.5). A adesividade esta relacionada com o esforco envolvido na
supressao de forcas que mantém duas superficies em contato, como a for¢a requerida
para retirar a amostra do palato enquanto mastigada (GUNASEKARAN & AK, 2003;
FOEGEDING & DRAKE, 2007; ROHM & JAROS, 2011). Extensdo e profundidade de

protedlise, bem como teor total de aminas bioativas, apresentaram altas correlacdes de
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Pearson com adesividade (maiores que 0,72). A protedlise aumenta as interacdes entre
as moléculas com a agua, devido a formacao de grupos iénicos carboxi e amino terminais
(JACK & PATERSON, 1992; KABELOVA et al., 2009), o que pode ter influenciado o
aumento da adesividade dos queijos durante a maturagéao.

A textura de queijos Parmeséao obtidos no mercado apresentou valores muito distintos
dos obtidos neste trabalho para dureza, elasticidade e mastigabilidade, porém
semelhantes para coesividade, cuja média foi de 0,67 para 12 marcas avaliadas em
triplicata (JASTER et al., 2014) enquanto 0,66 foi a média de coesividade para os queijos
Parmesao durante os 6 meses de maturacdo. As condi¢des dos testes foram diferentes
entre si e 0s queijos apresentam diferencas principalmente quanto ao tempo de
maturacdo, mas como a coesividade é a razdo entre as areas de primeira e segunda
compresséo e, portanto, um valor relativo, isso diminui as diferengas e permite uma
comparacado mais imparcial entre os queijos. Em um outro trabalho, conduzido em
gueijos Parmigiano Reggiano, o tempo de maturacao correlacionou com o indice de
elasticidade e tensdo na fratura enquanto efeitos menores e menos significantes do

tempo de maturacdo foram observados nos atributos sensoriais (NOEL et al., 1996).

Tabela V.5. Parametros de textura de queijo Parmesédo durante a maturacéo entre 10 e
12 °C por 181 dias

Parametros por tempo de maturacao (dias) *

Textura
29 63 90 119 153 181

Dureza(N) 19448 2154308 102+410° 19,741,0° 18109  14.6+6,0°

(primeira “mordida”)

Dureza(N) = 15914300 105437° 17,8:0,7%° 17.0¢1,0° 16.4+0,8* 1324542
(segunda “mordida”)
Gomosidade (N) 10,0+3,0° 14,342,882 12,540,9° 12,641,080  11,4+0,6%  9,44+3,0°
Mastigabilidade (J) 0,070,022 0,09+0,022 0,07+0,01* 0,09+0,01* 0,06+0,00® 0,06%0,01%
Coesividade 0,72+0,03% 0,66+0,02% 0,65+0,03% 0,640,032 0,63+0,01%> 0,660,062
Elasticidade (mm) 6,57+0,23% 6,16+0,35% 5,77+0,36° 5,85+0,56% 5,62+0,06° 6,02+0,79°
indice de elasticidade 0,82+0,032 0,77+0,042 0,73+0,05° 0,73+0,07% 0,71+0,012  0,76+0,10°
Adesividade (mJ) 0,42+0,29" 0,45+0,10" 1,89+0,472 1,61+0,298  1,62+1,10° 1,45+0,122

* Valores médios + desvio padrao (n=6 analises de 3 repeticbes) na mesma linha com letras iguais indicam
gue ndo ha diferenca significativa entre as médias (Teste de Fisher, P>0,05).
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3.2.5 Bactérias laticas e aerébios mesofilos viaveis

Os queijos Parmesdo analisados apresentaram decréscimo na contagem de
bactérias laticas e mesofilos aerdbios viaveis ao longo do tempo de maturagdo (Tabela
V.6). A diminuicdo progressiva de bactérias laticas durante a maturacdo do queijo
encontrada durante este estudo pode ser atribuida ao desenvolvimento gradual de
condicBes desfavoraveis ao crescimento microbiano (diminuicdo da atividade da agua e
a indisponibilidade de carbono fermentavel que restringem o crescimento a um namero
limitado de cepas) (COPPOLA et al., 1997). Em outro trabalho, realizado com queijos
Parmesao vendidos em mercados na regido sul do Brasil, a contagem de mesdfilos
aerobios foi inferior ao observado neste estudo em quase todas as amostras, variando
de 2,7 a 5,1 log UFC/g, porém € desconhecido o tempo de maturacdo dos queijos
estudados (JASTER et al., 2014).

Tabela V.6. Contagem média (log UFC/g + desvio padréo) de bactérias laticas (BAL) e
mesofilos aerdbios vidveis (MAV) em queijos Parmesé&o durante a maturacdo entre 10 e
12 °C por 181 dias

Contagem de microrganismos (log UFC/g + desvio padrao)

Dias de
estocagem BAL MAV
29 7,850,392 6,97+0,182°
63 7,12+1,00% 7,52+0,122
90 6,59+1,16%° 6,89+0,653¢
119 4,34+0,51¢ 5,97+0,33"¢
153 3,32+0,06° 6,26+0,253¢
181 4,34+0,46"° 5,49+0,40°

Valores médios * desvio padrdo (n=6 anélises de 3 repeticdes) na mesma coluna com letras iguais indicam
que nao ha diferenca significativa entre as médias (Teste de Tukey, P>0,05).

Queijos Parmigiano Reggiano feitos a partir de leite cru foram analisados por 150 dias
e foi observado que bactérias laticas termofilicas ndo foram encontradas a partir de 30
dias de maturagdo dos queijos, enquanto bactérias laticas mesofilicas
heterofermentativas facultativas (L. casei, L. paracasei ssp. paracasei, L. paracasei ssp.
tolerans, L. rhamnosus e pediococci) progressivamente aumentaram a contagem até o
quinto més de maturacéo, de 5,3 a 7,2 log UFC/g (COPPOLA et al., 2000). Para este
mesmo tipo de queijo, outro estudo mostrou declinio de bactérias laticas de 8 para 2 log
UFC/g durante a maturacao por 24 meses (COPPOLA et al., 1997).
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3.2.6 Anéalise multivariada

A andlise de grupamento hierarquico realizada para as analises (Figura V.5) resultou
em 3 conjuntos agrupados por similaridade. No primeiro grupo estdo contagem de
mesofilos aerdbios viaveis e bactérias laticas, pH, elasticidade, coesividade e proteina
total; no segundo, dureza, mastigabilidade e gomosidade; no terceiro, aminas,
aminoéacidos, indices de protedlise e adesividade. Este grupamento evidencia as
relacBes entre as determinacgdes. E interessante destacar que as contagens microbianas
e 0s parametros de proteodlise, amino4cidos livres e aminas bioativas estdo em grupos

distintos, enquanto pH, elasticidade e coesividade no mesmo grupo.

Mesdfilos Aerdbios }
pH
3 Bactérias Laticas
Indice de elasticidade ]
Elasticidade
Coesividade |——
Proteina Total

Dureza (2)
Dureza (1) 5—|
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0.95 0.85 0.75 0.65 0.55 0.45
Similaridade

Figura V.5. Dendrograma da Andlise de Grupamento Hierarquico para as médias dos
parametros de textura, indices de protedlise, pH, bactérias laticas, mesdfilos aerdbios,
aminas bioativas e amino&cidos livres (totais e individuais) durante a maturacdo de queijo
Parmesao entre 10 e 12 °C por 181 dias.

No queijo Parmesao os primeiros dois componentes principais (PC1 e PC2)
explicaram 88,4% da variancia total (Figura V.6). A andalise de componentes principais
(Figura V.6.B) auxiliada pela analise de grupamento hierarquico (Figura V.6.C) foi capaz
de estratificar os tempos de maturacdo, sendo que o tempo 1 (29 dias apés a fabricacéo)
consistiu em um grupo, o tempo 2 em outro grupo (63 dias) e o terceiro grupo foi formado

dos tempos 3,4,5e6 (90, 119, 153 e 181 dias). A primeira e a segunda metade da
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Figura V.6. Graficos de score (A) e loading (B), obtidos pela Analise de Componentes Principais, para as médias dos parametros de
textura, indices de protedlise, pH, bactérias laticas, mesdfilos aerébios viaveis, aminas bioativas e aminoacidos livres (totais e individuais)
durante a maturacao de queijos Parmesao por 181 dias entre 10 e 12 °C; (C) Dendrograma da Analise de Grupamento Hierarquico para
as observacgdes obtidas em cada tempo de maturagéo.
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maturacgdo ficaram em lados distintos no gréfico, divididos por PC1 (Figura V.6.B). Como
demonstrado na Figura V.6.A, o PC1l contribuiu com 72,76% da variancia total e
apresentava altas correlacfes positivas com parametros de protedlise — extenséao (0,987),
profundidade (0,971), total de aminas bioativas (0,981), total de aminoacidos livres (0,977)
e varios aminoécidos livres (>0,97). Por outro lado, apresentou altas correlacfes negativas
com contagem de mesofilos aerdbios (-0,871) e bactérias laticas (-0,912). O PC2 contribuiu
com 15,60% da variancia total e separa o primeiro e ultimo tempo de maturacédo dos demais
(Figura 41B). Suas maiores correlagdes, positivas e negativas, foram com parametros de
textura — dureza (0,958), gomosidade (0,882), mastigabilidade (0,729), coesividade (-0,726)
e elasticidade (-0,682) (Figura V.6.A). Pela analise multivariada foi possivel concluir que os
parametros relacionados a protedlise sdo importantes para caracterizacdo da maturacao
do queijo Parmesao, enquanto as contagens de MAV e BAL foram as menos eficientes,
possivelmente por apresentarem baixas contagens devido a baixa atividade de agua
condizente com essa variedade de queijo, enquanto a longa maturacdo favorece a

formacéo e acumulacéo de produtos de hidrélise proteica.

4. Conclusao

Os queijos Parmesdao apresentaram protedlise expressiva ao longo da maturacao, com
evolucdo dos indices de extensao e profundidade, bem como de aminoécidos livres, porém
a formacéo de aminas bioativas nédo foi igualmente relevante.

Entre os aminoacidos livres destacaram-se o &cido glutamico, a leucina e a lisina,
aminoacidos de importancia para a formacéo de cristais € manchas nos queijos duros de
longa maturacdo. A amina mais prevalente foi a tiramina, que apresentou teores
preocupantes para pessoas que fazem uso de medicacbes do tipo inibidores de
monoaminooxidases. A adesividade foi o Unico parametro de textura que apresentou
alteraces significativas ao longo do tempo de maturacéo pesquisado. pH e proteina total
se mantiveram constantes enquanto as contagens microbiolégicas diminuiram
significativamente ao logo do tempo, o que pode ter influenciado na baixa diversidade e
guantidade de aminas presentes no queijo Parmesédo durante o periodo avaliado.

A analise multivariada mostrou que a diferenciacao do queijo Parmeséao ao longo da sua
maturacéo € apreciavel nos primeiros meses, enquanto nos ultimos meses as alteracdes
sd0 menos notaveis. Além disso, os indices de protedlise e aminoacidos livres sdo bons

marcadores de caracterizacédo de queijo Parmeséao ao longo da sua maturagao.
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CAPITULO VI

AMINOACIDQS E AMINAS BIOATIVAS COMO PARAMETROS DE
DIFERENCIACAO DAS VARIEDADES DE QUEIJO ESTUDADAS POR
MEIO DE ANALISE MULTIVARIADA

1. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi comparar os queijos Gorgonzola, Mussarela, Prato e
Parmesdo por meio de analise multivariada, buscando estabelecer os principais

parametros de diferenciagéo entre as variedades estudadas.
2. Material e Métodos

Duas técnicas de analise multivariada foram utilizadas para diferenciacdo das
variedades de queijos: andlise de componentes principais (PCA) e analise de
agrupamento hierarquico (HCA). Para a PCA, o teor de umidade, de gordura no extrato
seco, médias do pH e dos teores de aminoacidos livres totais, de aminas bioativas totais,
das porcentagens de extensdo e profundidade de protedlise, teor de tiramina e dos
aminoacidos livres serina, asparagina, acido glutamico, treonina, alanina, prolina, valina,
lisina, leucina e fenilalanina (presentes em todos 0s queijos em pelo menos um tempo
de andlise) foram usadas como variaveis ativas para a determinacdo dos componentes
principais, e a variavel suplementar (variedades de queijo) foi projetada no plano fatorial.
PCA foi conduzida com padronizacdo das variaveis usando matriz de correlagdo de
Pearson.

A HCA foi realizada agrupando as mesmas variaveis utilizadas para a PCA, acima
descritos. Foi utilizado o método do encadeamento Unico (single linkage) e a similaridade
foi medida por correlacdo de Pearson.

As analises foram conduzidas utilizando o software XLSTAT (versao 2018.6.53470;

Addinsoft, Paris, Franca).
3. Resultados e Discusséo

Entre os dezenove aminoacidos e dez aminas bioativas livres pesquisados, alguns
foram encontrados em pelo menos um tempo de analise em todas as variedades de

queijo, e foram escolhidas para compor a lista de parametros na analise multivariada. As
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aminas espermina, espermidina ndo foram detectadas em nenhum tempo de anélise em
nenhum queijo, enquanto a tiramina foi encontrada em todos os queijos em pelo menos
um tempo de analise. Cadaverina sO esteve presente em queijo Prato, histamina e
triptamina somente no Gorgonzola e putrescina em Parmes&do. O queijo Parmesé&o
apresentou todos os aminodcidos pesquisados em algum momento da sua maturagao,
0 queijo Prato, apenas dez aminoacidos, e 0s queijos Mussarela e Gorgonzola

apresentaram dezessete dos dezenove aminoacidos analisados (Tabela VI.1).

Tabela VI.1. Aminoacidos, aminas bioativas e ion amonio presentes nos queijos em pelo
menos um tempo de analise

Presenca no queijo em pelo menos um tempo de anélise

Analitos Gorgonzola  Parmesao Mussarela Prato
fon Aménio X X X X
Aminoacidos
Acido Aspartico
Acido Glutamico
Alanina
Arginina
Asparagina
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Prolina

Serina

Tirosina
Treonina

Valina

Aminas
Agmatina
Cadaverina X
Espermidina

Espermina

Feniletilamina X X

Histamina X

Putrescina X

Serotonina X
Tiramina X X X X
Triptamina X

X
X

x

x
XXX XXX XXXXXXXXXXXXX
X X X X X X X
X

XX XXX XXX XXX XX
XX X X X X X X X X

X
X

X

X — presenca.
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Os primeiros dois componentes principais foram responsaveis por 97,51% da
variacédo observada, sendo que PC1 contribuiu com 65,68% e PC2 com 31,83% (Figura
VI.1.A e VI.1.B). As variedades de queijo Prato e Mussarela ficaram a esquerda do
grafico de loading, enquanto Gorgonzola e Parmeséo a direita (Figura VI.1.B). Essa
divisdo € explicada principalmente pelo teor médio de amino&cidos totais e dos
aminoécidos asparagina, valina, lisina, leucina e fenilalanina (correlagdes maiores que
0,98), mas também pela média dos indices de extensédo e profundidade e teores de
aminas totais, tiramina, treonina e ion amonio (correlacdes maiores que 0,82) (Figura
VI.1.A). O componente principal 2 isolou o queijo Parmesdo das demais variedades
(Figura VI.1.B). A porcentagem de gordura no extrato seco (GES) e de umidade s&o
(correlacdes negativas), pH e os teores médios dos aminoacidos serina e acido glutamico
(correlacdes positivas) sdo os parametros que diferenciam este queijo dos demais, visto
que a correlagdo de PC2 com estes & maior que 0,84 (Figura VI.1.A).

A HCA agrupou as variedades de queijos em trés conjuntos, por similaridade:
Parmesao e Gorgonzola em um grupo, Mussarela e Prato em grupos individuais (Figura
VI.1.C). Considerando em conjunto os parametros utilizados na andlise de agrupamento,
0S queijos Parmesédo e Gorgonzola apresentaram correlacdo de Pearson de 0,986,

demonstrando uma semelhanca frente as demais variedades.

4. Conclusao

A analise estatistica multivariada demonstrou que o teor total de aminas bioativas e
aminoacidos livres, os indices de protedlise extensao e profundidade, os teores dos
aminoacidos livres asparagina, treonina, valina, lisina, leucina, fenilalanina, da amina
tiramina e do ion aménio sao eficientes marcadores de diferenciacéo entre as variedades
de queijos. pH e os teores de GES e umidade foram menos efetivos, visto que queijos
com estes valores bem distintos (Parmesédo e Gorgonzola) agruparam-se em um
conjunto na HCA, e suas maiores correlacdes foram com o componente principal que

menos explicou as variagdes observadas (PC2).
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Figura VI.1. Graficos de score (A) e loading (B), obtidos pela Andlise de Componentes Principais, para as médias dos indices de
protedlise extenséo e profundidade, pH, aminas bioativas e aminoacidos livres totais, teor de tiramina (TYM) e dos aminoacidos livres
serina (SER), asparagina (ASN), acido glutamico (GLU), treonina (THR), alanina (ALA), prolina (PRO), valina (VAL), lisina (LYS), leucina
(LEV) e fenilalanina (PHE), gordura no extrato seco (GES) e umidade para os queijos Mussarela, Gorgonzola, Prato e Parmeséo; (C)
Dendrograma da Analise de Grupamento Hierarquico para as observac¢des obtidas para cada variedade de queijo.
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CONCLUSOES INTEGRADAS

Queijos Mussarela, Prato, Parmesdo e Gorgonzola foram fabricados em trés
repeticbes com tecnologia tradicional. Os resultados das andlises realizadas ao longo da
sua maturacao/estocagem evidenciaram caracteristicas intrinsecas de cada variedade e
permitiram relacionar fatores que mais representam a peculiaridade de cada queijo.

A protedlise, evento mais complexo e importante que ocorre na maturacao de queijos,
foi demonstrada em termos de indices de extensao e profundidade e também no perfil
de amino&cidos e aminas bioativas, presentes no queijo devido a hidrélise caseinica e
catabolismo posterior. Extensdo e profundidade aumentaram, como esperado, com o
tempo de maturacdo em todos os queijos, porém no Gorgonzola e no Parmesao a
protedlise foi mais acentuada que nos demais queijos. O aminoécido acido glutamico,
responsavel pelo gosto umami, foi encontrado em todos os queijos, com destaque para
o Parmeséo, em que o teor de acido glutamico chegou a 100,7 mg/100 g ao final de 6
meses de maturacao. Fenilalanina e lisina, precursores de compostos responsaveis pelo
aroma em queijos, também foram abundantes em todas as variedades.

Os queijos mantiveram a qualidade e a seguranca do consumidor no que diz respeito
a presenca de aminas bioativas, importante indicador de qualidade por estar relacionado
com a deterioracdo, e com aspectos de higiene relacionados ao seu processamento.
Apesar das diferencas quanto aos tipos e teores de aminas encontradas nas variedades
de queijo pesquisadas, a tiramina estd sempre presente em quantidades maiores.
Portanto, a tiramina deve ser considerada a amina alvo ao empreender medidas de
mitigacdo para melhorar a qualidade destes queijos e reduzir o risco de intoxicacdo. As
poliaminas espermina e espermidina, fatores de crescimento com propriedades
antioxidantes, ndo foram encontradas em nenhum queijo e em nenhum tempo de
maturacao avaliado.

Os parametros de textura que mais sofreram alteracdes foram os relacionados a
propriedades funcionais dos queijos. Foi observada uma diminuicdo da coesividade dos
gueijos Gorgonzola, da gomosidade e mastigabilidade da Mussarela, da elasticidade dos
gueijos Prato e um aumento na adesividade do Parmeséo, sempre apresentando altas
correlacdes com parametros relacionados a proteodlise. Bactérias laticas, responsaveis
por diversas transformagfes nos queijos, diminuiram ao longo do tempo, com excecéo
da Mussarela, na qual se manteve constante. A contagem de mesofilos aerobios viaveis
apresentou comportamento semelhante, englobando um grupo maior de microrganismos

para se ter uma visdo geral sobre a microbiota presente nos queijos.
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A abordagem estatistica utilizada na caracterizacdo dos queijos foi eficiente, o
método para andlise simultanea de trinta analitos, entre aminoacidos, aminas e ion
amonio, teve parametros de desempenho mensurados e foi considerado adequado ao
que se pretende. As andlises multivariadas PCA e HCA foram capazes de sintetizar as
influéncias e diferencas entre as variedades, de uma forma geral distinguindo as
variedades maturadas (Gorgonzola e Parmesao) dos queijos Mussarela e Prato. Estas
ferramentas mostraram que em todos os queijos os tempos finais de maturacdo ou
estocagem puderam ser agrupados por similaridade, o que demonstra que as maiores
alteracdes nas caracteristicas gerais das variedades de queijos estudadas ocorreram
apos a fabricacdo e que conforme o tempo passa as modificacbes observadas nas

caracteristicas dos queijos ndo sdo mais significativas.
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Aminas bioativas em queijos

Gisela de Magalhdes Machado Moreira', Fldvia Beatriz Custédio®,

Maria Beatriz Abreu Gléria?

Qeijo. Protedlise.

Fesuma - Aminas bioativas sdo compostes com fungdes metabélicas e fsiolégicas nos
organismos vivos. Pelo fato de algumas aminas serem formadas per microrganismes,
a presen;a e o perfil de aminas bicativas podem indicar a qualidade da matéria.
prima e as condigfes higiénico-sanitirias prevalentes na produgio de queijos e cutros
alimentos. Além disso, algumas dessas substincias, em concentragdes elevadas, podem
causar efeitos adversos i saiide humana. Estudos nacionais e internacionais vém sendo
realizados para aumentar o conhecimento sobre os fatores que interferem na produgio e
no actimulo de aminas bioativas em queijos.

Palavras-chave: Amina bioginica. Aminodcide. Indicadores de qualidade. Tesdcidade.

INTRODUGAO

Aminas sfo compostos nitrogenados
de cardter basico, nos quais um, dois ou
trés dtomos de hidrogénio na aménia sdo
substituidos por grupes alquila ou arila
(SHALABY, 1996),

Aminas bioativas ou biologicamente
ativas sdo aguelas que possuem fungdes
metabélicas e fisiolégicas nos organismos
vivos, incluindo fungdes cruciais em cé-
lulas eucaridticas e, par serem produzidas
por rotas metabdlicas usuais de animais,
plantas e microrganismos, estio presentes
também nos alimentos (GLOBIA, 2005,
ALVAREZ; MORENOQ-ARRIBAS, 2014).

Mg aminas bioativas podem ser clas-
sificadas quanto ao ndmero de grupos
aming, ao tipo de estrutura e is fungdes
fisiolégicas ou biossintese, sendo esta
ultima classificacio a mais adotada, Des-
sa forma, quanto 4 rota biossintética, as
aminas bioativas podem ser classificadas
em poliaminas (espermidina e espermina)
e aminas biogénicas (histamina, tiramina,
feniletilamina, triptamina, cadaverina)
{GLﬁR.IA, 2005). A Figura | apresenta

rotas metabélicas para a formagdo de al-
gumas aminas bioativas.

Jd a3 poliaminas consistem em esper-
midina e espermina, sendo a putrescina o
intermedidrio obrigatdrio em sua biossin-
tese (KALAC, 2014). Essas aminas sdo
fatores essenciais na proliferagdo e diferen-
ciagdo celular (GLORIA, 2005; KALAC,
2014). 530 amplamente encontradas em
alimentos de origem vegetal e animal,
incluindo leite e derivados.

As aminas biogénicas sdo derivadas da
descarboxilago de aminodcidos pelaagio
de enzimas, chamadas aminodcido descar-
boxilases, que estdo presentes em culturas
iniciadoras ou contaminantes (ALVAREZ:
MORENO-ARFRIBAS, 2014),

As aminas biogénicas sdo relevantes
do ponto de vista sanitirio e toxicolégico,
podendo indicar a qualidade da matéria-
prima e as condigdes higiénico-sanitirias
prevalentes na produgdo de alimentos. Al-
gumas aminas, quando em concentragdes
elevadas, podem causar efeito adverso 4
sadde humana. As aminas biogénicas estio
envolvidas como agentes causadores em

vdrios casos de intoxicagdo. Tambem sdo
capazes de iniciar vinas reagdes farma-
cologicas, por suas agdes vasoativas ou
neuroativas (SHALABY, 1996; GLORIA,
2005; SCIENTIFIC..., 2011).

Por outro lado, as poliaminas sdo
fatores de crescimento, desempenhando
papel relevante na sintese de proteinas e,
portanto, no crescimento dos microrganis-
mos presentes no queijo (ONAL, 2007).
Estudos tém demonstrado que as poliami.
nas podem prevenir danos mediados pelo
oxigénio e que tém fim3o antioxidante em
células gastrointestinais (THORNTON;
OSBORNE, 2012).

Os queijos constituem um ambiente
ideal para a formagdo dessas aminas,
pela presenca de aminodcidos livres e
de bactérias capazes de promover a sua
descarboxilagdo, além de outros fatores,
como pH, concentragio salina_atividade de
dgua, temperatura & tempo de estocagem/
maturagio, densidade bacteriana e a pre-
senga do cofator piridoxal fosfato (VALE;
GLORIA, 1998; ROIG-SAGUES; MOLI-
NA; HERNANDEZ-HERRERO, 2002;

"Eng* Alimentos, Doutoranda Ciidneia de Alimantes, Pesq. Proft EPAMIG-ILCT, Juiz de Fora, MG, giselammachado@epamig br
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ANEXO I

Artigo DOIL: 10.14295/2238-6416 v72i4 633

PARAMETROS DE DESEMPENHO EM METODO UHPLC-UV
PARA QUANTIFICACAO DEAMINOACIDOS LIVRES E
AMINAS BIOATIVAS EM QUEIJOS MUSSARELA,
PRATO, PARMESAO E GORGONZOLA

Performance parameters of a UHPLC-UV method for quantification
of free amino acids and bioactive amines in Mozzarella,
Prato, Parmesan and Gorgonzola cheeses

Gisela de Magaihdes Machado Moreira'”™, Denise Sobral’, Renata Golin Bueno Costa’,
Junio César Jacinto de Paula!, Christian Fernandes®, Muoria Beairiz Abreu Gldria®

RESUMO

Foram apresentados pardmetros de desempenho para um meéetodo de cro-
matografia liquida de ultra eficiéncia para a determinacio de 19 aminoacidos,
10 aminas bioativas e o ion amdnio nos quetjos Parmesdo, Gorgonzola, Prato e
Mussarela. As curvas analiticas apresentaram coeficiente de correlagio = 0.97. 0
método foi seletivo para todos os analitos nos quatro tipos de quetjo. Os coeficientes
de variacio (repetitividade) encontraram-se todos abaixo de 10%. A recupera-
¢do dos compostos foi superior a 70% em mais de 76% das determinagdes. O
gueijo que apresentou melhores indices de recuperacio foi o Prato. Os menores
limites de deteccio e gquantificacio encontrados foram para a glutamina, 0,07 e
0,22 mg/100 g respectivamente, enquanto os maiores foram para o dcido aspartico,
0,81 & 2,46 mg/100 g. Desta forma o método € adequado para determinacio dessas
substincias nos queijos estudados.

Palavras-chave: proteolise; validagcio; efeito matriz; queijo brasileiro.
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Effect of ripening time on proteolysis, free amino acids, bioactive amines )
and texture profile of Gorgonzola-type cheese S
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: The effect of ripening time on Gorgonzola-type ch at12 = 2°Cwas investigated lysis indexes, free
Tyramine amino acids and bioacti ines i d through ing. Hi hesi andl.xtkaudbaﬂzda
Histamine counts decreased; whereas pH, total protein, total _Huc bi bmhmn.mdo«herhuumml
Safety P d:dno(“ ge. Valine, lysine, leucine and phenyllanine were the most abundant free amino
Secinia acids throughout ripening, Glycine, histidine and isoleucine were first detected on the 215t day and aspartic acid
i nmlglmnﬂnemlhezslhaﬁerpa{orumn.Thhthdmamhoaddshxmsaluaptmm&
4 and ty ines formed during ripening, ty and agmatine were
ﬂ:ﬂdnecledonlhezmdxy mmunoulh¢42ndandhuamlmmdltypunimoulhe49lh.(hm21nd:y
tyramine reached contents which could be of health concern for individuals taking dassical moncamine oxidase
inhibitor drugs. Principal Comp Analysis and Hierarchical Cluster Analysis showed that proteolysis (extend
and depth indexes) and free amino acid profile are suitabl rkers for ripening of Gorgy la-type
cheese. They were also able to assess cheese characteristics, quality and safety.
1. Introduction Penicillium roquefort, a saprophytic fungus, grows intemally in the

Cheese, the fresh or matured product obtained from the coagulation
of milk, is widely consumed around the world and plays an important
role in human nutrition. It is easily digestible and rich in nutritional
comp s, and therefore, it constitutes an important source of pro-
teins, short-chain fatty acids, vitamins, and minerals (Santiago-Lopes
et al,, 2018). Although exceptional progress has been made in cheese
making, there is still a need to establish parameters to consistently
characterize the several different types of cheese (Johnson, 2017),

Gorgonzola is one of the world's oldest blue-veined cheeses. The
cheese is mainly produced in Northern [taly, and it generally takes three
to four months to attain full ripeness, The cheese has a crumbly and soft
texture, nutty aroma and mild to sharp taste. It is extensively used in
cooking and gourmet dishes all over the world (Fernindez-Salguero,
2004). The production and consumption of Gorgonzola-type and other
special cheeses in Brazil increased significantly from 2006 to 2012,
which represents a new and promising market to dairy products and
also another source of dairy proteins into the diet (Franco, 2013).

fissures of the cheese or in the perforations formed after salting (Cantor,
van den Tempel, Hansen, & Ardo, 2004). The desired texture, flavor and
aroma results from biochemical changes during cheese production and
ripening. Proteolysis is the most intricate event which takes place by
the action of natural milk proteases, of added rennet, starter and sec-
ondary cultures, and enzymes (Fox, Unlacke-Lowe, McSweeney &
O'Mahony, 2015). It is responsible for changes in the protein matrix,
modifying its texture and increasing pH (Sousy, Ardo & McSweeney,
2001), It is also responsible for the release of amino acids, which are
precursors of bioactive amines. Therefore, cheeses are ideal environ-
ments for the formation of amines (Gloria, 2006; Vale & Gloria, 1998).
The profile and levels of bioactive amines in cheeses are dependent
upon the amount of protein in the raw material, the proteolytic activity
of enzymes used during manufacture, microorganisms present in the
cheese, the existence of amino acid decarboxylase activity, and the
cofactor pyridoxine phosphate (Alvarez & Moreno-Arribas, 2014; Yvon
& Rijnen, 2001),

Bioactive amines, at low levels, can impart functional and flavor

* Corresponding author. LBGA - Laboratdrio de Bloquimica de Alimentos, Faculdade de Farmicia, Universidade Federal de Minas Gerals, Av. Presidente Antdnio

Carlos 6627, Belo Horlzonte, Minas Gerads, 31270-901, Brazil
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AMINAS BIOATIVAS EM QUEIJOS PARMESAO RALADOS
Gisela de Magalhdes Machado Moreira®, Maria Beatriz de Abreu Gléria®®

@) Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais, Instituto de Laticinios Candido Tostes, Juiz de
Fora, MG, Brasil, giselammachado@epamig.br

2 Universidade Federal de Minas Gerais, Faculdade de Farméacia, Belo Horizonte, MG, Brasil,
mbeatriz@ufmg.br

Resumo

Aminas bioativas, em especial as biogénicas, estdao envolvidas como agentes
causadores em varios casos de intoxicacdo e podem ser utilizadas como indicadores de
qualidade higiénico-sanitario em alimentos. Queijo Parmeséo ralado é um produto muito
consumido no Pais e esta sujeito a inconformidades e fraudes. Isto posto, foi realizada a
determinacdo de aminas bioativas em queijos Parmesédo ralados de 19 marcas
encontradas no mercado de Belo Horizonte, MG, e Séo Paulo, SP, por cromatografia
liguida de alta eficiéncia — par ibnico. Os resultados mostraram que as aminas mais
prevalentes foram tiramina, putrescina, cadaverina e histamina, estando presentes em
mais de 80% das amostras analisadas, com destaque para histamina que obteve a maior
média e também o maior valor maximo encontrado em uma amostra. Sugere-se que
individuos sensiveis consumam este tipo de produto com ressalvas, visto que a
guantidade média encontrada de aminas totais pode causar reacdes toxicoldgicas neste
grupo da populacéo.

Palavras-chave: aminas biogénicas, CLAE, histamina.

Introducao

Aminas bioativas sdo moléculas organicas nas quais um ou mais hidrogénios da
amoOnia sédo substituidos por radicais diversos, e possuem atividade metabdlica nos
organismos vivos, estando presentes também em alimentos (Shalaby, 1996, Gloria,
2006; Alvarez et al., 2014). Dentre as diversas classificacdes que podem ser feitas, é
mais usual dividir as aminas bioativas em dois grupos, distintos entre si pelas rotas
biossintéticas: poliaminas e aminas biogénicas (Gloria, 2006). As poliaminas
(espermidina e espermina) sao fatores de crescimento, desempenhando papel relevante

na sintese de proteinas e, portanto, no crescimento dos microrganismos presentes no
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queijo (Onal, 2007; Kala¢, 2014). J4 as aminas biogénicas s&do derivadas da
descarboxilacdo de aminoacidos pela acdo de enzimas, chamadas aminoacido
descarboxilases, presentes em culturas iniciadoras ou contaminantes (Alvarez et al.,
2014). Séo relevantes do ponto de vista sanitario e toxicolégico, podendo indicar a
qualidade da matéria prima e as condi¢des higiénico-sanitarias prevalentes na produgéo
de alimentos, além de poder causar efeitos adversos a saude quando em concentracdes
elevadas, por suas acfes vasoativas ou neuroativas. Queijos possuem ambiente ideal
para producao de aminas biogénicas (Shalaby, 1996; Gloéria, 2006; EFSA, 2011).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de queijos ralados (Brasil, 1997)
define este produto como sendo aquele obtido por esfarelamento ou ralagem da massa
de uma ou até quatro variedades de queijos de baixa umidade aptos para o consumo
humano, podendo ser parcialmente desidratado ou n&o. Sendo de apenas uma
variedade ou pelo menos com 75% de um tipo de queijo, 0 queijo ralado deve conter no
rétulo o nome do queijo predominante (Brasil, 1997). O queijo Parmesao € o primeiro
dentre as variedades de queijos especiais mais consumidos no Brasil, podendo ser
comercializado sob formas integras e fracionadas; entretanto, € geralmente consumido
pela populacdo na forma ralada (Barros et al., 2011). E um produto que apresenta niveis
elevados de ndo conformidades, oferecendo riscos a saude publica (Pimentel et al.,
2002; Nunes et al., 2015). Neste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar a
presenca e quantidade de aminas bioativas em queijos tipo Parmesao ralados
disponiveis no mercado de Belo Horizonte, MG, e Sdo Paulo, SP.

Material e Métodos

Foram adquiridas 34 amostras de gueijos tipo Parmesdao ralado de 19 marcas
diferentes (15 marcas com 2 lotes e 4 marcas com 1 lote) em mercados de Belo
Horizonte, MG, e S&o Paulo, SP, no ano de 2014. As andlises foram realizadas no
Laboratorio de Bioquimica de Alimentos da Faculdade Farméacia, UFMG. Todos o0s
reagentes e padrdes utilizados foram de grau analitico ou cromatogréafico, conforme sua
aplicacao.

A extracao das aminas nos queijos foi realizada conforme descrito em Custodio et
al. (2007). A separacao de nove aminas bioativas nos extratos foi feita em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) de par idnico, utilizando coluna de fase reversa C18. As
aminas foram detectadas fluorimetricamente apds derivacdo poés-coluna com orto-
ftaladeido (OPA), de acordo com Rigueira et al. (2011). A identificacdo das aminas foi

realizada por comparacao dos tempos de retencédo de aminas em amostras com as de
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solugdes padrédo e pela adicdo da amina suspeita a amostra. Os niveis de amina foram

calculados por interpolacéo direta em curvas de calibracdo externas.

Resultados e Discusséo

Para individuos saudaveis e que nao fazem uso de medicamento do tipo inibidores
de mono-amino-oxidases (IMAO), o nivel aceitavel em queijos para histamina é 50 a 400
mg.kg?, para tiramina 100 a 800 mg.kg?, putrescina 180 mg.kg? e cadaverina 540
mg.kg! (Benkerroum, 2016). Considerando estes limites, os queijos analisados estéo
dentro dos niveis aceitaveis para as aminas citadas (Tabela 1), porém algumas amostras
apresentam valores relativamente altos em relacdo aos demais, principalmente para
histamina e cadaverina. Pessoas sensiveis ou que fazem uso de medicamentos tipo
IMAO podem apresentar reacdes toxicologicas ao consumir estes produtos, visto que o
limiar de toxicidade de aminas biogénicas € muito menor para esse grupo da populacéo
(Gléria, 2006).

Tabela 1. Aminas bioativas em queijos tipo Parmeséao ralados.

Aminas bioativas (mg.kg?) % Positivo Variacéo Média + desvio padrédo

Tiramina 95 nd-92,2 31,6+£26,3
Putrescina 84 nd-77,8 19,1+21,1
Cadaverina 95 nd-125,0 32,3+38,4
Histamina 95 nd-214,9 49,1+55,3
Serotonina 0 nd 0
Agmatina 79 nd-8,3 1,8+2,2
Espermidina 16 nd-2,3 0,2+0,6
2-Feniletilamina 16 nd-4,2 0,5+1,2
Triptamina 42 nd-13,8 1,8+4,0
Aminas Totais - nd-503,6 136,2+129,1

As aminas mais prevalentes foram tiramina, putrescina, cadaverina e histamina,
estando presentes em mais de 80% das amostras analisadas, com destaque para
histamina que obteve a maior média e também o maior valor maximo encontrado em
uma amostra. Além disso, a presenca de cadaverina em 95% das amostras € um sinal
de alerta pois esta amina ndo esta presente naturalmente no leite e por ser produzida
por enterobactérias € um indicativo de possivel contaminagéo (Gloria, 2006).

Vale e Gléria (1998) avaliaram 8 amostras de queijo Parmesédo ralado e
encontraram 127,6+120,6 mg.kg' de aminas totais, e histamina, tiramina, putrescina,
cadaverina e espermina estavam presentes em todas as amostras analisadas. Coelho

et al. (2000) avaliaram 6 marcas (5 lotes de cada marca) de queijo ralado e encontraram

169



predominantemente histamina, tiramina e cadaverina, enquanto serotonina, agmatina,
espermidina, triptamina, feniletilamina e espermina estavam presentes em valores
baixos. Estes estudos mostraram resultados semelhantes aos encontrados neste
trabalho, concernente a prevaléncia de aminas, quantidade e alto desvio padrdo das
médias, caracteristico dessa determinacdo devido a heterogeneidade das amostras

disponiveis no mercado.

Conclusdes

O elevado desvio padrédo das amostras demonstra a alta desigualdade dos
produtos disponiveis no mercado, embora os queijos ralados devam seguir uma
legislacdo comum concernente a padrdes fisico-quimicos e microbiolégicos. Além disso,
a alta variabilidade demonstra que a presenca das aminas bioativas pode ser controlada
neste produto, e a presenca de cadaverina na maior parte das amostras pode ser um
indicativo de condi¢Bes higiénico-sanitarias de fabrico inadequadas. Individuos sensiveis
devem consumir queijos Parmesao ralados com parciménia devido ao elevado teor de

aminas totais, sobretudo de histamina.
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Proteolysis is the most complex biochemical event that occurs during cheese maturation and it
strongly affects the characteristics of the final product. Cheese texture is modified due to casein
matrix hydrolysis. The amino acids generated are the main precursors of aroma compounds and
are also substrate for biogenic amines, with potential toxicological effects. This work aimed to
assess the changes in proteolysis in terms of extent and depth indexes, free amino acid and
bioactive amines profiles, and Texture Profile Analysis of mozzarella cheese, the most consumed
cheese in Brazil, throughout its refrigerated storage. Cheeses were manufactured (3 replicates),
stored at 12 °C and analyzed by UPLC-UV simultaneously for 19 amino acids, ammonium ion
and 10 bioactive amines, in addition to pH assessment and determination of total and soluble
nitrogen at pH 4.6 and 12% TCA by Kjeldahl in 6 storage times within 85 days. Extension and
depth indexes increased over time, reaching, respectively, 13.4% and 7.1% at 85 days.
Gumminess and chewiness reduced with the storage time, whereas hardness, elasticity,
cohesiveness and adhesiveness did not change significantly. Glutamic acid, arginine, lysine, and
leucine were predominant among amino acids. The only amine present was tyramine showing up
on 57 storage day. PCA determined two major components explaining 70.8% of the data set
variation, one corresponded to cheeses up to 43 days of storage, and the other corresponded to
cheeses from 57 to 85 days. PC1 showed higher correlation with amino acid contents and
proteolysis depth index, while PC 2 was more correlated with texture parameters and pH. These
results suggest that intrinsic and quality characteristics of mozzarella cheese undergo significant
changes during refrigerated storage. In addition, these data can be used as an instrument for
classification, characterization, and standardization of the product, and also from public health
point of view.
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