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O presente estudo teve o proposito de quantificar,
isolar e identificar as bactérias mais freqiientes em amos-
tras de queijos provolone, parmesdo e prato, consideradas
estufadas e normais, assim como determinar o pH e os ni-
veis de nitrito e nitrato. Foram analisadas 120 amostras,
compostas de queijo provolone (62), parmesdo (36) e pra-
to (22), produzidas em queijarias do Estado de Goias e
Minas Gerais. Nas amostras de queijos provolone,
parmesdo e prato, consideradas estufadas, foram isolados
e identificados com maior freqiéncia o Clostridium
butyricum e o Streptococcus intermedius, enquanto nas
consideradas normais as espécies mais fregiientes foram

RESUMO

0 Streptococcus intermedius, o Actinomyces israelli e o
Actinomyces naeslundii. Em relagdo a quantificagdo das
bactérias anaerdbias, ndo houve diferenca significativa en-
tre as amostras consideradas estufadas e normais. Os valo-
res médios de pH, independentemente da condi¢do do quei-
jo, normal ou estufado, ndo apresentaram grandes varia-
¢Oes, sendo a determinacdo considerada ineficaz para for-
mar juizo arespeito do estufamento tardio dos queijos. As
amostras consideradas estufadas ndo apresentaram nitrato
e/ou nitrito, entretanto algumas normais mostraram-se
positivas para a presenca de nitrato e/ou nitrito, sendo a
média de 2,06 ppm.
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ABSTRACT

QUALITATIVEAND QUANTITATIVEANALY SISOF THEANAEROBIC MICROBIOTA IN CHEESE

The present study was designed to quantify, isolate
and identify the most frequent bacteria in samples of
provolone, parmesdo and prato cheese in late blowing and
in normal condition aswell as to determine the pH and the
rate of nitrite and nitrate concentrations. The amount of
120 samples, being 62 of provolone, 36 of Parmesan and
22 of prato, produced by cheese factories in the states of
Goias and Minas Gerais were analysed. Clostridium
butyricum and Streptococcus intermedius were more
frequently isolated and identified in samples of provolone,
Parmesan and prato cheese regarded as in late blowing,
while in those samples regarded as normal condition the

most frequent bacteria were Streptococcus intermedius,
Actinomyces israelli and Actinomyces naeslundii. No
statistical significant difference was seen on the
quantification of anaerobic bacteria among the samples of
different kinds of cheeseregarded asin late blowing and in
normal condition. The mean values for pH, independently
of the cheese condition, didn’t show any significant
variation and the method was considered to beinapproriate
to conclude about the late blowing. In the normal condition
samples nitrite and/or nitrate were found in a mean
concentration of 2,06 ppm.

KEY WORDS: Late blowing, cheese, Clostridium butyricum, microbiology.
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INTRODUCAO

O estufamento tardio constitui um defeito
freqUentemente observado nos queijos de massa
semicozida ou cozida e de maturacéo prolongada
(Furtado, 1985).

Bactérias formadoras de esporos do género
Clostridium spp. tém sido apontadas como res-
ponsaveis por ateractes do leite, principal mente
as espécies Clostridium tyrobutyricum, C.
butyricum e C. sporogenes. Esses microrganis-
mMOos caracterizam-se como bastonetes méveis,
Gram-positivos, medem de 0,8 a 6,0 mm de com-
primento e crescem em umafaixa de temperatura
ideal de 32° a 37°C, e de pH entre 6,8 e 7,0 (Fur-
tado, 1990).

Autores como Bottazzi et al. (1993) e
Stadhouderset d. (1983) foram unanimesem afirmar
que a contaminagdo dos queijos € proveniente da
contaminagdoinicia doleite. A matéria-primacon-
tamina-se principa mente com asfezesdosanimais
queforamaragoadoscom silagem demilho (Bérgere
& Hermier, 1970). Bergére & Sivela (1990) rela
taram gque o nimero de esporos de Clostridium
tyrobutyricumpresentes no leite eradependente da
gualidade dasilagem edahigienedaordenha

O defeito pode manifestar-se nosqueijosde
forma localizada ou generalizada, quando a aci-
dez produzida pelas bactérias |aticas, ou acido
latico, for destruida pelos fermentadores do
lactato, como as espécies de C. tyrobutyricum, C.
butyricum e C. sporogenes (Frazier, 1958).

Em geral, o estufamento manifesta-se no pe-
riodo de 10 dias até oito semanas apés a fabrica-
¢ao do produto. Os queijos apresentam-se bastan-
teinchados, com éreas descoradas e macias, odor
desagradavel e sabor estranho (Senik et al., 1989).
Internamente, observam-seolhadurasgrandeseir-
regulares na massa, resultantes de processo
fermentativo que leva a producdo de hidrogénio
(H,), gés bastante inflamavel (Battistotti et al.,
1970).

Suspeita-se que os queijos de massa dura
sgjam mai s susceptivel sao problema. Sabe-se, por
exemplo, que 0s queijos parmesdo e 0 Emmental
s80 os mais afetados, enquanto o Goudae o Tilsit
s80 osmenos atingidos. Entretanto, ndo haumaex-

plicacdo definitiva paraesse fato. Outro fator ase
considerar é a espessura da casca dos queijos
parmesdo e Emmental, que poderiafacilitar are-
tencdo dos gases na massa e provocar o
estufamento. Parecem influenciar também o teor
de sal, aumidade e o pH. Estudos conduzidos so-
bre a fermentac&o butirica no queijo Edam apon-
tam paraintensificagdo do problema quando séo
utilizadas embalagens de peliculas plasticas im-
permeaveis (Furtado, 1985).

No Brasil, realizaram-se pouquissimos tra-
balhos que enfocam o tema, e os existentes nor-
malmente caracterizam-se como artigos de revi-
S80.

Somente apOs considerar 0 exposto, a im-
portancia que representa o assunto para a indis-
tria laticinista, especialmente para os fabricantes
de queijos, e a necessidade do conhecimento es-
pecifico dos agentes responsaveis pela ateracéo,
€ gue se pode pensar em medidas de controle.
Assim, o presente trabalho teve como objetivos
guantificar, isolar e identificar as bactérias
anaerébias mais freqlentemente envolvidas no
estufamento tardio dequeijos provolone, parmesao
e prato, bem como determinar a microbiota des-
ses produtos considerados normais, além de de-
terminar o pH e os niveis de nitrito e nitrato des-
sas amostras.

MATERIAL EMETODOS

Foram analisadas, tendo em vista a
quantificacdo, isolamento e identificacdo de bac-
térias anaerdbias, 120 amostras compostas de quei -
jos provolone (62), parmesdo (36) e prato (22),
produzidas em queijarias dos Estados de Goias e
Minas Gerais e colhidas no comércio vargjista de
Goiéania— GO, no periodo de setembro de 1996 a
agosto de 1998.

Queijos que apresentavam sinais evidentes
de alteragOes, considerados estufados, e queijos
sem sinais de alteracOes, considerados normais,
compuseram a amostragem. Cada peca represen-
tou uma unidade que, umavez colhida, foi trans-
portada em caixaisotérmicaao Centro de Pesqui-
saem Alimentos (CPA), da Escolade Veterinaria
daUniversidade Federal de Goiés, paraasanalises.
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Paraacontagem eidentificacdo das bactérias
anaerodbias, foram pesados, assepticamente, 25 gra-
mas de cada queijo e homogeneizadas em
“Stomacher”, juntamente com 225 mL de citrato
de sbdio, a2%, durante 120 segundos, obtendo-se
assim adiluicdo de 10™.

A partir da diluicio 10, foram realizadas
dilui¢Oes decimais seriadas sucessivas em tubos
contendo 9,0 mL de citrato de sodio, a 2%, até a
diluicdo de 10°. De cadadiluicdofoi retiradauma
aliquota de 2,0 mL, sendo 1,0 mL inoculado em
placas de Petri (90 x 120 mm), contendo 20 mL
agar RCM ( Reinforced Clostridial Medium), e o
outro em 20 mL deédgar SPS(Sulfito de Polimixina
Sulfadiazina). A semeadura foi realizada em
sobrecamadas, para ambos 0os meios. As placas
foram acondicionadas em jarra de anaerobiose e
incubadas a 37°C, durante 96 horas. Apos este
periodo, fez-se acontagem, expressando os resul -
tados em unidades formadores de col6nia— UFC
por grama. A partir dai, selecionaram-se e colhe-
ram-se todas as unidades morfol ogicamente dis-
tintas, obj etivando suapurificagdo eidentificagao.
Utilizou-se o sistema API-20 A (bio Mérieux,
France), conforme recomendacgéo do fabricante,
para aidentificagdo das unidades selecionadas

Asdeterminagtes quali-quantitativas de ni-
trato e nitrito, bem como a determinagéo do pH,
foram realizadas de acordo com as recomenda-
¢cOesdoMinistériodaAgricultura, 1981.

Osdados foram analisados estatisticamente
pelo teste “t” de Student, e agrupados em tabelas
efiguras.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A Tabelal mostraadistribui¢do dasamostras
de queijo provolone em fungéo dacondi¢éo, normal
ou estufada, do nimero de cepas, bem como das
espéci es bacterianasidentificadas. Das 24 amostras
consideradas estufadasfoi possivel isolar 24 cepas
de Clostridium butyricum, ou seja, em 100% de-
las, porém outras espéci es bacterianas foram tam-
bémisoladas. A literaturaregistraaimportanciado
papel desempenhado pelo Clostridium butyricum

e Clostridium tyrobutyricum no desenvolvimento
do estufamento tardio dos queijos (IDF 251, 1990;
Klijnetd., 1995).

Emborao Clostridiumtyrobutyricumsgaa
espécie mais frequentemente apontada no
estufamento tardio dos queijos, esporos de outros
Clostridium, particularmente de Clostridium
beijerinchii, Clostridiumbutyricume Clostridium
esporogenes, tém sido encontrados em queijos e
em leite cru. Desde que todas estas espécies sao
capazes de produzir &cido butirico e gas hidrogé-
nio em varios meios, a correlagdo entre o apare-
cimento do defeito e a presenca de uma espécie
especifica de Clostridia torna-se dificil (Klijn et
al., 1995).

Bottazzi et al. (1993) afirmaram que o
Clostridium butyricum desenvolve-se muito ra-
pidamente, proporcionando aformagéo de grande
nimero de microcolbnias, formadas de grande
numero de células, com correspondente produgdo
intensa de gas e estufamento com forte deforma-
¢ao do queijo. As Figuras 1 e 2 confirmam as ob-
servagoes dos autores.

Das 38 amostras de queijo provolone con-
sideradas normais, foi possivel isolar seis cepas
de Clostridium butyricum, além de outras cepas
bacterianas (Tabela 1). A espécie Clostridium
butyricum, embora presente em seisamostras con-
sideradas normais, ndo provocou estufamento, o
que reforca a hipdtese de que ndo é suficiente a
presenca do microrganismo para provocar o de-
feito, mas sim a presenca aliada ao nimero mini-
mo.

Pode-se observar na Tabela 2 que das 33
amostras de queijo parmesdo consideradas nor-
mais foram isoladas 22 cepas de Streptococcus
intermedius, 18 de Actinomyces israelli, 7 de
Clostridium butyricum, 4 de Actinomyces
naeslundii, 1 de Actinomyces viscosus e 1 de
Saphylococcus spp. De formasemel hante ao que
ocorreu com as amostras de queijo provol one con-
sideradas normais, as espécies mais frequentes
foram o Streptococcus intermedius e o
Actinomyces israelli, sucedendo o mesmo ao
Clostridium butyricum e ao Actinomyces
naesliundii.
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TABELA 1. Distribui¢co dasamostras de queijo provol one, em funcdo dacondi¢do, normal/estufada, do
nuimero de cepas e das espéci esbacterianasisol adas. Goidnia— GO, 1998.

Condicéo Ne de cepas (%) Espécie Bacteriana
Normal 38 (n=62) 6 (15,79) Clostridium butyricum
20 (52,63) Streptococcus intermedius
16 (42,10) Actinomyces israelli
4 (10,52) Actinomyces naeslundii
3 (7,9 Lactobacillus fermentum
1 (2,63) Saphylococcus sp.
3 (7,9 Actinomyces viscosus
4 (10,52) Actinomyces ramosum
2 (5,26) Clostridium clostridiforme
Estufado 24 ( n = 62) 24 (100) Clostridium butyricum
15 (62,5) Streptococcus intermedius
2 (8,33 Clostridium tyrobutyricum
1 (4,16) Lactobacillus jensenii
2 (8,33 Actinomyces viscosus
1 (4,16) Actinomyces israelli
1 (4,16) Actinomyces naeslundii
1 (4,16) Clostridium ramosum
1 (4,16) Clostridium clostridiforme

TABEL A 2. Distribui o das amostras de queij o parmesdo, em funcéo dacondicdo, normal/estufada, do
numero de cepas e das espéci es bacterianasisol adas. Goiania— GO, 1998.

Condicéo N.° de cepas (%) Espécie Bacteriana
Normal 33 (n=36) 22 (66,66) Streptococcus intermedius

7 (21,21) Clostridium butyricum

18 (54,54) Actinomyces israelli

4 (12,12) Actinomyces naeslundii

1 (3,03 Actinomyces viscosus

1 (3,03 Saphylococcus sp.

3 (9,09 Clostridium butyricum
Estufado 3 (n=36) 2 (66,66) Septococcus intermedius

1 (33,33) Actinomyces naed undii

Além disso, observa-setambém que, embora
somente trés amostras de queijo parmesao consi-
deradas estufadastenham sido analisadas, detodas
elasfoi possivel isolar o Clostridiumbutyricum O
Sreptococcusintermediusfoi aoutraespeciemais

freqUente. Fato semelhante ocorreu com as amos-
trasde queijo provol one cons deradas estufadas.
Deacordo com Senik et al. (1989), variases-
pécies de Clostridiumtém sido detectadasno leite,
no queijo e em outros produtos | écteos. Espéciesde



CiénciaAnimal Brasileira2(1): 27-34 jan./jun. 2001 31

Clostridiamai sfrequentementeimplicadas nadete-
rioracdo de queijos sdo Clostridium butyricum,
Clostridium esporogenes e Clostridium tyro-
butyricum.

Segundo Rosen et al. (1989), o Clostridium
tyrobutyricum é o responsavel pelo estufamento tar-
dio de queijos duros e de massacozida. No queijo,
essabactériautilizaolactato paraproduzir CO,, H,,
acido acético e &cido butirico. Os gases liberados
causam o estufamento do queijo, enquanto o &cido
butirico acimada concentracéo criticade 200 mg/I
confere sabor desagradavel . Ainda, segundo osau-
tores, um nimero rel ativamente baixo de esporosdo
microrganismosno leite, 200/litro, ésuficiente para
causar defeito no queijo.

A distribuicédo dasamostras de queijo prato,
em funcdo da condic¢ao normal ou estufada, do nu-
mero de cepas, e das espécies de bactériasisoladas
eidentificadas, pode ser vistanaTabela 3. Das 20
amostras consideradas estufadas, isolaram-se 20
cepasde Clostridiumbutyricum, 4 de Sreptococcus
intermediuse4 de Actinomycesisraelli. Aindaque
somente duas amostras de queijo consi deradas nor-
maistenham sido analisadas, i solaram-se duas cepas
de Sreptococcusinter medi use um de Actinomyces
israelli. Como mostram os resultados, tanto nas
amostras cond deradas estufadas, como nasnormais,
as espéci es bacterianas mai sfreglientementeisol a-
dasnosqueijospratosforam asmesmasdosqueijos
provol one e parmesao.

As bactérias do género Clostridium mais
comumenteencontradasno leite e em produtos | &c-
teos pertencem as espécies Clostridium tyro-
butyricum, Clostridium butyricum, Clostridium
beijerinchii, Clostridium perfringens Clostridium
tetanomor phum, Clostridium esporogenes e
Clostridium bifermentans. Emborao Clostridium
butyricum pertenca ao grupo, o Clostridium
tyrobutyricum € a principal bactéria causadora do
defeito (IDF 251, 1990). Deacordo com Bergere &
Hermier (1970), osesporos das bactérias sdo intro-
duzidosnoletecru duranteaordenhaatravésdacon-
taminacdo com esterco. Os autores afirmam também
gueasilagem debaixaqualidade microbioldgicatem
sido incriminadacomo fonte de esporos paravacas
leiteiras.

Toyodaet d. (1990) identificaram osmicror-
ganismos causadores deestufamento tardioem queijo
Gouda fabricado no Japéo. Os queijosforam pro-
duzidoscom |leite ndo bactofugado daestagdo dein-
verno e sem adicdo de nitrato. De 105 colGnias ne-
grasisoladasno agar DRCM (Differential Reinforced
Clostridial Medium), 86 eram de Clostridium
esporogenes, 11 de Clostridiumbeijerinckii e8 de
Clostridiumbutyricum. Todas as col 6nias marrons
do agar DRCM foram identificadas como
Clostridium tyrobutyricum e estiveram presentes
emniveisde 107 - 10* UFC/g nos queijos estufados
e abaixo de 10t UFC/g nosqueijosnormais. Os au-
toresacreditam que o estufamento tardio em queijo
Goudajaponéstenhasido causado por Clostridium
tyrobutyricum.

No presente estudo, o Clostridiumbutyricum
foi o microrganismo maisfreqlientementeisolado de
amostras de queijosprovolone e prato cons deradas
estufadas. Esseresultado provavel mente sedeveu a
metodol ogia empregada, ao fato de poucas vacas
leiteirasreceberem silagem naaimentacéo eao efel-
to diluicéo. Torna-seimportanteressaltar queamai-
oriadasvacas|eteirasdo Estado de Goiés continua
sendo dimentadaapasto, principa menteno periodo
de chuvas. Mas esse quadro vem mudando brusca-
mente e num futuro proximo osresultadosdeumtra
bal ho semel hante aeste poderéo ser bastante dife-
rentes.

A Figura 3 mostraa comparacéo de valores
médios das contagens, em UFC, de bactérias
anaerébias em &gar RCM, em amostrasde queijos
provolone, parmesdo e prato. Verifica-se que as
amostras cons deradas normai s apresentaram média
6,06 edesvio-padréo 1,07, easestufadas média6,05
edesvio-padréo 2,07. Quando analisadas estati sti-
camente, ndo mostraramdiferencassignificativas, peo
teste“t” a5%.

Asmesmasamostrasforam também semeadas
em agar SPS, conforme pode ser observado naFi-
gura4. Ascons deradas normai s apresentaram mé-
dia5,49 e desvio-padréo 1,02, as estufadas média
de 5,44 e desvio-padréo 1,19. Quando comparadas
pelo testet a5%, ndo mostraram diferencassignifi-
cativas. A partir dessesdados, pode-seinferir quea
contagem do(s) microrganismo(s) incriminado(s) no
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estufamento tardio dos queljos possui um papel de
maior relevancia gque a contagem de bactérias
anaerdbias.

NaTabel a4 estéo distribuidos osdadosrel a
tivosasamostras de queijos provolone, parmesao e
prato, em funcédo dacondi¢do, normal ou estufada, e
dapresencaou ausénciade nitrato/nitrito. Nota-se
gue nenhumadas amostrasde provol one (24), prato
(20) e parmeséo (3), consideradas estufadas, apre-
sentaram nitrato e/ou nitrito. Mas amostras de
provolone (19), parmesdo (12) eprato (1), conside-
radas normais, mostraram-se positivas paraapre-
sencadenitrato /ounitrito. Osniveisdenitrato/nitrito
detectados variaram de 0,01 a 21,0 ppm, sendo a

média de 2,06 ppm. De acordo com Toyoda et .
(1990), agerminacéo deesporosde Clogtridiaéfor-
temente inibida por concentragdo de nitrito daor-
dem de 0,005%. Nota-se, ainda na Tabela 4, que
amostrasdequeijo provolone (19), parmeséo (21) e
prato (1), também consideradas normais, néo apre-
sentaram niveisdenitrato €/ou nitrito que pudessem
ser detectados pel atécnicaempregadano presente
estudo. Essesdados revelam aimportanciado nitra-
to e/ou nitrito naprevencdo do estufamento tardio
dosqueijos, masrevelam também aviabilidade de
produzir queijossem o uso dessesaditivosintencio-
nas.

TABEL A 3. Distribui¢do dasamostrasde queijo prato, em funcdo dacondicdo, normal/estufada, do niime-
ro de cepas e das espéci es bacterianasisol adas. Goiania— GO, 1998.

Condicéo N° de cepas (%)  Espécie bacteriana
Normal 2 (n=22) 2 (100) Streptococcus intermedius
1 (50) Actinomycesisraelli
Estufado 20 (n=22) 20 (100) Clostridium butyricum
4 (20) Streptococcus intermdius
4 (20) Actinomyces isra€lli

TABEL A 4. Distribuigdo dasamostras de queijo em fungao dacondi¢éo, normal/estufada, edapresencaou

ausénciadenitrato/nitrito. Goiania— GO,1998.

Tipos de N.° de N.° de Presenca Auséncia
queijos amostra amostra nitrato/ nitrato/
normal estufada nitrito * (%) nitrito (%)
Provolone - 24 - 24
Provolone 19 - 19 -
Provolone 19 - - 19
Parmeséo 12 - 12 -
Parmesio - 3 - 3
Parmeséo 21 - 21
Prato 1 - - 1
Prato 1 - 1 -
Prato - 20 - 20
Total 73 ( 60,83%) 47 (39,17%) 32 ( 26,27%) 88 ( 73,33%)

* Os niveis de nitrato €/ou nitrito variaram de 0,01 a 21,0 ppm, sendo a média de 2,06 ppm.

Osvaoresmeédiosde pH, segundo ostiposde
queijoseacondicdo daamostra, podem ser obser-

vadosnaTabelab. Verifica-se que entre ostipos de
gueijo, independentemente dacondi¢éo, normal ou
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estufado, ndo foram observadas grandes variacoes
nas médias. Depreende-se, portanto, que esse
parametro, isoladamente, ndo deve ser utilizado para
formar juizo arespeito do estufamento tardio dos
gueijos. Segundo Toyodaet a. (1990), em diferen-
tes concentragdes salinaso valor do pH influencia

fortemente nagerminagéo do esporo de Clostridium
tyrobutyricum. Para esses autores, concentragoes
de 2% de cloreto de sodio apH 5,0, 4% de cloreto
de sédio apH 5,5 e 6% de cloreto de sédio a pH
6,0-6,5 preveniram agerminagdo de esporos.

TABEL A 5. Distribuicéo dosva ores médios de pH segundo ostiposde queijos e acondicdo daamostra,

normal/estufada

Tiposde N.°deamostra  N.° deamostra Médias de pH

queijos normal estufada normal estufada
Provolone 38 24 5,46 5,35
Parmesdo 33 3 5,3 5,08
Prato 2 20 5,65 5,60
TOTAL 73 47 - -

FIGURA 1. Queijo parmesdo apresentando sinais
deestufamentotardio.

FIGURA 3. Comparacdo de médias de contagem
de bactérias anaerobias em UFC, em amostras de
queijosprovolone, parmesao eprato, emégar RCM.
Goiania— GO, 1998.

FIGURA 2. Queijo provolone apresentando sinais
deestufamentotardio.

FIGURA 4. Comparacdo de média de contagem
de bactérias anaerobias em UFC, em amostras de
queijosprovolone, parmesdo e prato, em agar SPS.
GoianiaGO, 1998.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos pode-se con-
cluirque

—em amostras de queijos provol one e prato,
consderadasestufadas, foramisoladaseidentificadas,
com maior frequéncia, Clostridium butyricum e
Sreptococcusinter medius, enquanto nas amostras
normais, incluindo o parmesao, as espéciesmaisfre-
guentes foram Streptococcus intermedius,
Actinomycesisraelli e Actinomyces naeslundii ;

—independentementedo &gar utilizado—RCM
ou SPS— naquantificacdo das bactérias anaerdbias,
asamostras consideradas normais e estufadas néo
mostraram diferencassignificetivas,

— nitratog/nitritos mostraram ser eficientes
na prevencdo do estufamento tardio dos queijos
provolone, parmesdo e prato. Mas os resultados
mostraram também aviabilidade de produzir quei-
jos sem a adicao desses aditivos intencionais,

— 0 pH, isoladamente, ndo deve ser usado
paraformar juizo em relacdo ao estufamento tar-
dio.
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