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RESUMO

AMORIM, Maria Betania Amorim e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Dezembro de 2014feito da microfiltragdo nas caracteristicas de queijos Minas
padrdo produzidos com diferentes culturas laticasOrientador: Anténio Fernandes

de Carvalho. Coorientadores: Italo Tuler Perrone, Michele da Silva Pinto and Ana
Clarissa dos Santos Pires.

O desenvolvimento de tecnologias que melhorem a qualidade dos produtos e aumentem
a produtividade e a competitividade é necessario em um mercado de constante
evolucdo, como o mercado de queijos. Nesse contexto a tecnologia de microfiltracdo
vem ganhando espaco devido, principalmente, a sua eficiéncia na eliminagdo de micro-
organismos sem necessitar de tratamentos térmicos. O presente trabalho teve como
objetivos a elaboracéo do queijo Minas padrdao por meio do emprego da microfiltracdo
do leite ea avaliacdo da adicdo de cultura acidificante composta de Streptococcus
thermophilus, Lactococcus lactis subsp. laetisactococcus lactis subsp. cremoeis
aromatizante composta de Lactococcus laisp. lactise Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis e Leuconostoc sp.. O leite
foi microfiltrado em membrana ceramica com tamanho de poro médio de 1,4 um. O
experimento constou de quatro tratamentos: queijo Minas padrdo feito com leite
pasteurizado adicionado de cultura acidificante (P); queijo Minas padrao feito com leite
pasteurizado adicionado de cultura aromatizante (PA); queijo Minas padréo feito com
leite microfiltrado adicionado de cultura acidificante (M) e queijo Minas padréo feito
com leite microfiltrado adicionado de cultura aromatizante (MA). Uma vez que na fase
aquosa acumulam-se produtos hidrossolUveis resultantes do metabolismo bacteriano de
reacfes enzimaticas, avaliaram-se também as caracteristicas da fase aqudgaealo que

a concentracdo de célcio. Analises fisico-quimicas foram feitas nos queijos e na fase
aguosa em cinco estagios de maturacédo, 1, 30, 45, 60 e 75 dias. Realizou-se teste de
aceitacéo aos 30 e 60 dias de maturacdo dos queijos. Nao houve diferenca significativa
na composicao centesimal do queijo apds a fabricacdo e no rendimento de fabricacao,
indicando que a microfiltracdo € uma alternativa a pasteuriza¢do, no qual se evita o
tratamento térmico sem, contudo, alterar as propriedades iniciais e de rendimento do
gueijo Minas padréo. Os resultados das analises de atividade de agua, extrato seco e pH
nos queijos e em sua fase aquosa diferiram @F05) quanto ao tempo de maturacéo e

nao diferiam (P > 0,05) entre tratamentos. Em relacdo a protedlise, os tratamentos PA e

MA apresentaram maior protedlise em relacdo aos tratamentos P e M, indicando maior

Xii



atuacao da cultura aromatica na protedlise dos queijos. Quanto ao perfil de textura, foi
observada diferenca significativa €/,05) ao longo do tempo de maturacdo para todos

os tratamentos, sendo que no inicio da maturacdo, os tratamentos P e M apresentaram
maior perfil de dureza, fraturabilidade, gomosidade e mastigabilidade devido,
principalmente, a menor protedlise dos mesmos. Em relacdo ao teor de calcio na fase
aquosa, foi observada que apenas o tratamento PA apresentou aumento significativo (P
< 0,05) no teor de calcio, que foi correlacionado com uma maior acidificagdo do queijo
no inicio da maturacdo. A operacao de microfiltracdo foi mais eficiente na eliminacéo
de micro-organismos mesofilos aerdbios do leite em relacédo a pasteurizacéo, reduzindo
3,82 ciclos logaritmicos, enquanto a pasteurizacdo reduziu 2,19 ciclos logaritmicos.
Todos os queijos apresentaram auséncild steria monocyogenes, Salmonella sf. e
aureus. A contagem de coliforme 30 °C e E.coli manteve-se dentro dos limites maximos
da legislacdo vigente. Na analise sensorial ndo houve diferenca entre os tratamentos
para nenhum dos atributos avaliados, nos tempos 30 e 60. A tecnologia de
microfiltracdo mostrou-se uma alternativa & pasteurizacdo e o uso de -culturas
aromaticas no queijo Minas padrdo apresentou-se viavel, principalmente por aumentar,

significativamente, a protedlise do queijo.
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ABSTRACT

AMORIM, Maria Betania Amorim e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2014Effect of microfiltration on the characteristics of Minas padrao
cheese manufactured with diferente types of lactic acid bacteri@dviser: Antonio
Fernandes de Carvalho. @alvisers: italo Tuler Perrone, Michele da Silva Pinto and
Ana Clarissa dos Santos Pires.

The development of new technologies that improves the product quality, increases
productivity and competition are essentials within a market that is constantly changing
and growing, like the cheese industry. In this context, microfiltration technology is
gaining space, mostly, because its efficiency on the elimination of micro-organism
without needing any heating treatment. The aim of this work was to produce Minas
Padrdo Cheese using microfiltration technology and to evaluate the use of acidifying
starter cultures, such as Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis
and Lactococcus lactis subsp. Cremoris and aroncatiares, such as Lactococcus
lactis subsp. lacti®e Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp.
Lactis biovardiacetylactis and Leuconostoc sp.The milk was microfiltrated using a
ceramic membrane df4 pum average diameter pore.In the design of this experiment,

there were four treatments: Minas Padrdo Cheese made with pasteurized milk and
acidifying culture (P); Minas Padrédo Cheese made with pasteurized milk and aromatic
culture (PA); Minas Padrdo Cheese made with microfiltrated milk and acidifying
culture (M) and Minas Padrdo Cheese made with microfiltrated milk and aromatic
culture (MA).Since the soluble products from the bacterial metabolism of enzymatic
reactions are found in the aqueous phase, the physical-chemical properties of the
agueous phase and calcium concentration were evaluated. Physical-chemical and
microbiological analysis were carried out on the milk and on the cheeses. Physical-
chemical analyses in the cheese and on the aqueous phase were accomplished in five
maturation stages: 1, 30, 45, 60 and 75 days. Acceptance sensory tests were performed
with 30 and 60 days of maturation. There was no significant difference in the cheese
composition and in the process efficiency, showing that microfiltration is an alternative
to pasteurization, in which heat treatment is avoid, without the cheese properties and
process efficiency being affected. Water activity, dry extract and pH of the cla@ekses

in the aqueous phase were differen(@,05) in terms of maturation time and were not

Xiv



different (p > 0,05) between treatments. PA and MA treatments presented superior
proteolyses compared to treatments P and M, showing that there was a larger
performance of the aromatic culture on the cheese proteolysis. Texture profile analyses
showed significant difference (p 0,05) along maturation for all treatments. In the
beginning, treatments P and M showed larger hardness, fracturability, gumminess and
chewiness, due to the lower proteolysis of them. As the calcium content on the aqueous
phase, only treatment PA showed significant increaseQ(p5), which was related with

the major acidification of the cheese in the beginning of the maturation. The
microfiltration operation was more efficient on the elimination of aerobic mesophilic
micro-organisms of the milk compared to pasteurization, reducing 3,82 log cycles,
while pasteurization reduced 2,19 log cycles. None Listeria monocyogenes, Salmonella
sp. and S. aureus were found. Coliform 30 ° C and E. coli counts remained within the
limits of current legislation. No significant diference was found on the sensory test
between the treatments for any attributs tested. Microfiltration showed to be an
alternative technology to pasteurization and the use of aromatic cultures in Minas
Padrdo cheese viable, mostly for its potential to increase, significantly, cheese

proteolysis.
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1. INTRODUCAO

O Brasil produziu 33,12 bilhGes de litros de leite em 2012 (IBGE, 2012). Deste
volume, parte significativa é utilizada na producéo de queijos, 0 que coloca o Brasil em
terceiro lugar no ranking mundial da producéo de queijo de leite de vaca, depois da
Unido Europeia e Estados Unidos (IDF, 2013). Segundo dados da Associagao Brasileira
das Industrias de Queijos (ABIQ) foram produzidos 874.240 toneladas de queijo com
Inspecédo Federal em 2012 (ABIQ, 2013), sendo o estado de Minas Gerais responsavel
por aproximadamente 40% da producdo nacional. A industria de queijo constitui um
setor importante na captagédo de leite, contribui para o desenvolvimento de um grande
namero de propriedades rurais e se apresenta como uma estratégia de valorizacdo de
recursos locais.

O queijo Minas padrdo é um produto ¢ignente brasileiro com origem em
Minas Gerais. Sua tecnologia inicialmente preservada no Estado foi difundida por todo
0 pais, mas tem no estado mineiro maior produ¢édo e consumo. Segundo o artigo 614 do
RIISPOA (1952), trata-se de um queijo de massa crua, com caracteristicas sensoriais
“proprios, acidosagradaveis ¢ ndo picantes”. Pela legislacdo o periodo de maturagdo
minimo é de 20 dias, contudo as caracteristicas sensoriais consideradas Otimas s&o
dependentes da microbiota do queijo e do tempo.

Variacbes do produto, em ambito nacional, ndo s6 devido a diferenca da
qualidade e composicdo da matéria prima, mas também devido a implementacédo de
diferentes tecnologias de fabricacdo, que vém promovendo a descaracterizacdo do
queijo Minas padrao. Tal situacdo € um problema para a identidade do produto que
ainda ndo tem um Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade.

O mercado lacteo esta em constante mudanca e as pressées econdmicas internas
e externas na industria de laticinios sdo crescentes em razdo da situacdo econOmica
global. Desta forma, as industrias de produtos lacteos tém buscado recursos
tecnolégicos que melhorem a qualidade dos produtos e aumentem a produtividade e a
competitividade. Dentro deste contexto, o uso da tecnologia de separagéo por
membranas permite otimizar processos, desenvolver produtos e melhorar a qualidade
nutricional, sensorial e funcional de produtos lacteos. Dentre essas operacodes, tem-se a

microfiltracdo que na industria de queijos tem sido usada principalmente para a



melhoria da qualidade da matéria prima e para a padronizacdo do teor de gaseina.
microfiltracdo é uma técnica de separacdo por membrana que, dependendo do tamanho
de poro médio utilizado, pode remover micelas de caseinas, glébulos de gordura, micro-
organismos, células somaticas e particulas.

Nos ultimos anos, os estudos em ciéncia e tecnologia de queijos tém
qguantificado a composi¢do da fase aquosa do queijo, visto a importancia desta nas
propriedades tecno-funcionais e na multiplicagdo de micro-organismos do fermento
latico e da microbiota autoctone que intervém durante a maturacdo dos queijos. Por ser
a fase continua do queijo, acumula os produtos hidrossolliveis resultantes do
metabolismo bacteriano e reagfes enzimaticas, responsaveis pelas caracteristicas
sensoriais. Desta forma, acredita-se que uma caracterizacdo fisico-quimica da fase
aquosa nas diferentes fases da maturacdo constitui uma metodologia importante para

compreender as mudancas ocorridas no queijo.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Inovar na elaboracdo de queijo Minas padrédo por meio do emprego da
microfiltracdo do leite e duas culturas laticas.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar e comparar as caracteristicas fisico-quimicas, durante a vida de
prateleira do queijo Minas padrdo fabricado com leite microfiltrado
membrana de 1,4 um, com aquelas do queijo fabricado com leite pasteurizado
(tratamento convencional/controle);

2. Avaliar o efeito nas caracteristicas fisico-quimicas da adi¢cdo de duas culturas
laticas no queijo Minas padréo elaborado a partir de leite microfiltrado e
pasteurizado;

3. Verificar a influéncia da utilizacdo do leite microfiltrado e diferentes bactérias
laticas na fabricacdo do queijo Minas padréo quanto a distribuicdo de @lcio n
fracdo aquosa do queijo;

4. Avaliar o perfil de textura do queijo Minas padrdo produzido com leite
microfiltrado e leite pasteurizado usando diferentes bactérias laticas;

5. Avaliar a aceitabilidade sensorial do queijo Minas padrdo produzido com leite

microfiltrado e leite pasteurizado usando diferentes bactérias laticas.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Queijo Minas Padrao

Segundo dados da Associacdo Brasileira das Industrias de Queijos (ABIQ) a
producdo de queijos no ano de 2012, com Inspecédo Federal foi de 874.240 toneladas
(ABIQ, 2013), sendo o estado de Minas Gerais responsavel por aproximadamente 40%
da producéo nacional. Em 2011, foram produzidos 9.300 toneladas de queijo Minas
padrdo, 0 que representa um crescimento de 5% em relacdo ao ano de 2010 (ABIQ,
2012).

O queijo Minas padrédo teve sua origem no Estado de Minas Gerais em um
momento no qual o estado enfrentava problemas legais para comercializacdo dos
queijos entdo produzidos. Surgiu por meio do desenvolvimento tecnolégico para atribuir
padrdo as muitas variedades de queijos artesanais de expressao regional existentes no
Estado, que eram produzidos por inumeros pequenos produtores estabelecidos,
principalmente, na zona rural, onde pequenas variacbes tecnologicas davam
caracteristicas divergentegueijos denominados “queijo Minas” (Melo et al., 2009).

Segundo o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produto de
Origem Animal- RIISPOA, o Queijo Minas padréo é o produto obtido de leite integral
ou padronizado, pasteurizado, de massa crua, prensada mecanicamente, devidamente
maturado durante 20 dias. Deve apresentar o formato cilindrico, de faces planas e
bordas retas. Apresenta crosta fina e sdo comercializados com massa entre 1,0 kg a 1,2
kg, consisténcia semidura, macia, de untura manteigosa; textura com buracos mecanicos
e em cabeca de alfinete, pouco numerosos; cor branco-creme, homogénea; odor e sabor
proprios, acidos, agradaveis e nado picantes (Brasil, 1952).

A tecnologia de queijos no Brasil evolui em relacdo as culturas l&ticas
coagulantes utilizados durante a fabricacdo e pequenas alteracées no processamento do
gueijo, impactando amplamente nas suas caracteristicas (Antunes & Saito, 2011,
Furtado, 1990). Por auséncia de um Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
(RTIQ) especifico para o queijo Minas padrao é possivel encontrar variagdes em queijos

no mercado.



3.2. Separacao por Membranas

As operacdes de separacdo por membranas tém encontrado um campo vasto de
aplicagbes nas industrias quimicas, farmacéutica e nas industrias agroalimentares. S&o
utilizadas para producdo de agua potavel a partir da agua do mar, mas também para o
fracionamento, concentracao e purificacdo de solu¢cdes moleculares (Brans et al., 2004).

Dentre as industrias de alimentos, a de laticinios apresenta maior aplicacdo das
tecnologias de membrana, tais como a microfiltracdo (MF), ultrafiltracdo (UF),
nanofiltracdo (NF) e osmose reversa (OR) (Carvalho e Maubois, 2010), sendo que a
fabricacdo de queijo e 0 processamento de soro representam 0s principais campos de
aplicacdo dessas tecnologias (Mistry e Maubois, 2004; Rosenberg, 1995; Maubois,
1991).

As operacdes de separacao por membranas, sao utilizadas para o fracionamento
de misturas, solucbes e suspensfes abrangendo substancias de tamanho e natureza
quimica diferentes (Baldasso, 2008). Essas operacdes tém como objetivo fracionar,
concentrar ou purificar um liquido, de forma a obter duas solu¢cdes de composicao
distintas, e baseiam-se na permeabilidade seletiva de um ou mais componentes através
de membrana. As moléculas de tamanho inferior ao do poro passam através da
membrana, enquanto as de tamanho superior ficam fisicamente retidas ou podem ser
quimicamente retidas por forgas repulsivas da superficie da membrana. A alimentagéo
separa-se, portanto, em duas correntes: o fluido que atravessa a membrana, chamado de
filtrado ou permeado e o0 que permanece ao lado da alimentacéo, que contém solutos ou
sélidos suspensos, denominado de concentrado ou retentado (Lira et al., 2009).

O crescimento desta tecnologia é devido a algumas vantagens do método, tais
como, a economia de energia, visto que a maioria destes ocorre sem mudanca de fase, a
seletividade da membrana, a separacdo de compostos termolabeis, pois eles operam a
temperatura ambiente e a simplicidade de operacdo e de escalonamento por se

apresentarem como sistemas modulares (Habert, et al), 2006

3.2.1. Histérico

O uso de membrana como ferramenta em operacOes de separacdo tem seu
primeiro registro datado de 1748, quando o francés Abbé Nollet estudou a permeacéao de
agua através de um diafragma feito de uma bexiga de porco. Em seu experimento,

Nollet emergiu em agua, um copo com destilado de vinho vedado com a membrana de
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origem animal e observou que apods certo tempo, a bexiga se dilatava, chegando mesmo
a se romper, algumas vezes. Com isso, verificaram-se as caracteristicas de
permeabilidade e seletividade de uma membrana (Habert, et al., 2006). Em 1906,
Bechold trabalhou com uma técnica para obtencdo de membranas microporosas usando
nitrato de celulose. Posteriormente a técnica foi aperfeicoada por Elford, Zsigmondy,
Bachmann e Ferry e, em 1930, estas membranas se tornaram as primeiras a serem
produzidas em escala comercial, utilizadas em microfiltracdo e diélise, mas, néo
evoluiram para uma escala industrial mais solida devido, principalmente, aos baixos
fluxos de permeados resultantes das elevadas espessuras das membranas disponiveis
(Pouliot, 2008; Habert, et al., 2006).

No final da década de 50 foram feitos testes para dessalinizacdo da agua. Estes
testes apresentaram alta retencédo de sais, apesar do fluxo de permeado indesejado. Na
década seguinte, Sidney Loeb e Srinivasa Sourirajan aperfeicoaram uma técnica para
preparo da membrana, desenvolvendo membranas para diversas aplicacbes, porém o
fluxo ainda nado era significativo (Pouliot, 2008). Nas décadas seguintes, as técnicas
com membranas tiveram um avanco significativo, passando a ter carater industrial. Para
tornar as operacfes de separacdo com membranas mais viaveis que as operacoes de
separacao existentes, estudos foram feitos para melhoria da seletividade e a reducéo da
resisténcia ao transporte das espécies permeantes pela membrana (Habert et al., 2006).

Na industria de queijo, 0 uso das operacfes de separacdo por membranas teve
inicio em 1960 com a invencdo do processo MMV, assim chamado devido as iniciais
dos seus inventores Maubois, Mocquot e Vassal. Esse processo abriu novos caminhos
para avangos na fabricagdo de queijos, incluindo melhorias na eficiéncia da planta,
aumento de rendimento do queijo e a possibilidade de desenvolver novas variedades de
gueijos por ser um processo continGom a introducéo e sucesso do processo MMV,
as aplicacdes das tecnologias de membranas na industria de queijo tém-se expandido
claramente, sendo hoje aplicada na fabricagcéo de diversos tipos de queijos com diversas
finalidades, tais como, remocdo de células somaticas e bactérias do leite e

enriguecimento do leite com caseina micelar (Mistry e Maubois, 2004).

3.2.2. Métodos de filtracdo e caracterizacdo das membranas

Nos sistemas daDperacdes de Separagcdo por Membranas, basicamente, duas

configuragdes de escoamento sao utilizados: o0 modo convencional (dead-end) e o0 modo



tangencial (cross-flow). No primeiro, a solucdo de alimentacdo escoa
perpendicularmente & superficie da membrana, promovendo a formagédo de uma camada
semelhante a uma torta, devido ao acumulo das particulas retidas. No modo tangencial,
a alimentacdo escoa ao longo da superficie da membrana e o permeado atravessa
transversalmente a mesma, gerando o acumulo de apenas parte das particulas retidas,
pois as particulas depositadas sobre a membrana, ou retentado, sdo constantemente
arrastadas pela propria corrente tangencial da alimentacdo. Como ocorre menor
acumulo de material retido sobre a superficie da membrana, esta apresenta menor
tendéncia a polarizacdo por concentragdmo entupimento com residuos organicos e
minerais (fouling (Baldasso, 2008; Saxena et al., 2009; Habert et al., 2006).

Uma variedade de materiais € usada na fabricacdo de membranas, em funcéo da
sua aplicacdo e das propriedades desejadas e, dependendo do material, estas séo
classificadas em membranas organicas e inorganicas. As membranas organicas sao
produzidas a partir de materiais poliméricos, como polipropileno, polietileno,
policarbonato, polissulfona, poliamida e polieterssulfona. Esses tipos de membrana
dominam o mercado devido a sua diversidade quanto a diferentes tipos de polimeros
existentes e quanto a disponibilidade no mercado, além de apresentarem um campo de
aplicagdo amplo. Ja as membranas inorganicas sdo compostas de uma fina camada de
material inorganico sobre um suporte ceramico ou metdlico. Os materiais para as
membranas inorganicas incluem vidro, metal sinterizado, materiais ceramicos e ainda os
poliméricos inorganicos. Dentre os materiais mais utilizados para fabricacdo de
membranas ceramicas podem-se citar a alumin®gAlo zircbnio (ZrQ) e o titanio
(TiOy). Esse tipo de membrana é produzido ha mais de 20 anos, mas sO recentemente
comecaram a disputar o mercado com as membranas poliméricas (Baldasso, 2008;
Habert, 2006).

As membranas ceramicas possuem propriedades desejaveis quando comparadas
as membranas poliméricas, possuindo maior estabilidade fisica, quimica, térmica e
microbioldgica, o que aumenta a sua vida til (Brans et al., 2004); no entanto, possuem
alto custo, pouca flexibilidade na configuracdo e baixa area superficial em relacdo ao

volume da membrana (Goulas e Grandison, 2008; Habert, 2006).



3.2.3. Classificacéo

As operacdes de separagdao por membranas podem ser classificadas quanto ao
tipo de membrana utilizada na separacdo, quanto ao principio de operagéo, quanto aos
fendbmenos envolvidos ou com base na forca motriz promotora da separacédo (Petrus,
1997). As operacdes que tém a diferenca de pressdo como for¢ca motriz sdo classificadas
em MF, UF, NF e OR. (Petrus, 1997). Essas opera¢cfes sdo as mais utilizadas nas
industrias de laticinios (Carvalho e Maubois, 2010) e utilizam da microfiltracdo a
osmose reversa, meios filtrantes com poros cada vez menores e com isso, pressfes cada
vez maiores (Habert et al., 2006).

A MF, como qualquer outro processo de separacdo por membranas, € uma
técnica que permite a concentracdo diferencial no liquido retido pela membrana, de
componentes com tamanho maior que o didmetro médio do poro da membrana. E a
mais antiga das tecnologias de membranas, com numerosas aplicacdes na esterilizacao
do ar e da agua. No entanto, a utilizacdo da microfiltracdo tangencial (MFT) nos
tratamentos de liquidos alimentares é recente, sendo a Ultima tecnologia de mambrana
alcancar escala industrial (Saboya, 2002

O didametro médio dos poros de membranas de microfiltracdo pode variar de 10
um a 0,1 um, o que significa que a microfiltracdo pode ser utilizada para separacdes
especificas de particulas em suspenséo (Saboya e Maubois, 2000).

Na operacao de UF utilizam-se membranas porosas, cujo diametro de poro varia
entre 0,01 e 0,1 um e pressao de 2 a 10 bar (Habert et al., 2006). A UF é a tecnologia de
membranas mais utilizada na indUstria de queijo, e seu uso se divide em trés categorias:
padronizacao do teor de proteina do leite, que esta sendo cada vez mais utilizado nas
industrias queijeiras devido as vantagens que esta padronizacdo conduz, dentre elas,
melhor produtividade, reducdo do volume de coalho e um ligeiro aumento no
rendimento; uso de concentrados com fator médio de concentracdo, principalmente,
com o objetivo de aumentar consideravelmente o rendimento e por fim, uso de liquido
pré-queijo que consiste em concentrar o leite na UF até obter um concentrado com a
composicao da coalhada drenada (Mistry e Maubois, 2004).

A NF também € uma operagdo que possui gradiente de pressdo como for¢ca motriz e
utiliza membranas com poros de tamanho médio de um nandmetro. Nesta operacgéo, a
lactose e todos os outros componentes do leite sao retidos, 0 que permite a permeacao

de ions monovalentes solluveis e agua (Carvalho e Maubois, 2010).



Ja as membranas usadas na OR retém solutos de tamanhos inferiores a um
nandmetro e possuem uma massa molar de corte de aproximadamente 100 Da, sendo
relativamente densas, praticamente sem poros. A operacao envolve pressfes, em média,
cinco a dez vezes superiores as utilizadas na ultrafiltracdo, sendo empregada em
industrias de laticinios para concentrar o leite ou soro de leite por eliminacdo de agua
(Rosenberg, 1995).

3.2.4. Aplicacdo da microfiltracdo na industria de laticinios

O leite contém particulas cuja distribuicdo de tamanho é relativamente bem
definida por faixa de tamanho. Por ordem decrescente de tamanho tém-se as células
somaticas (15 6 pum), glébulos de gordura (150,2 um), bactérias (6 0,2 um) e
micelas de caseinas (0,080,45 um) (Pierre et al., 1998). Portanto, a MF do leite
permite a retencdo desses componentes. As pressées empregadas como forca motriz sdo
pequenas e dificilmente ultrapassam 3 bar, ja que utilizam membranas com tamanho
médio de poros maiores em relagdo aos demais operacoes (Habert et al., 2006).

Diversas sado as aplicagfes da MF na industria de laticinios, sendo as principais:
remocao de bactérias e esporos, enriguecimento de caseina micelar para fabricacdo de
gueijos, remocao de células somaticas do leite cru, microfiltracdo de salmouras e
fracionamento de proteinas do leite (Carvalho e Maubois, 2010; Dias, 2011; Saboya e
Maubois, 2000; Neocleous et al., 2002). A maior aplicacdo da MF na industria de
laticinios consiste na remoc¢ao de micro-organismos do leite desnatado, resultando numa
matéria-prima comercialmente estéril, que posteriormente pode ser destinada ao
consumo in natura, ou ainda a fabricacdo de queijos, leites fermentados ou produtos
laticos de longa estocagem, como pés ou derivados proteicos (Fauquant et al., 1988;
Saboya; Maubois, 2000).

3.2.4.1 Aplicacéo da microfiltracdo na industria de queijo

O uso de leite microfiltrado na fabricacdo de queijos tem sido estudado e
comparado aqueles fabricados com leites pasteurizado e cru. Ja existem estudos sobre o

emprego de leite microfiltrado na fabricacdo de varios tipos de queijos (McSweeney et



al., 1993; Bouton e Grappin, 1995; Beuvier et al., 1997; Rodriguez et al., 1999;
Maubois et al., 2000; Skeie et al., 2000; Awad et al., 2010; Dias).2011

Inicialmente, o leite microfiltrado foi sugerido para a elaboragéo de queijos que
necessitam de longo periodo de maturacdo, pois com a remocao de esporos, que
normalmente resistem ao tratamento térmico, o problema de estufamento tardio seria
reduzido ou eliminado, sem necessidade da adicao de nitrato (Meershon, 1989; Saboya,
2002). Foi também proposto como uma tecnologia alternativa para assegurar aos
consumidores de queijos fabricados com leite cru, total inocuidade de alimantos,
vez que, a microfiltracdo reduz a concentracdo de bactérias e esporos bacterianos no
leite, podendo, portanto, ser utilizada em substituicdo ao tratamento térmico. Apesar de
promover a inocuidade dos alimentos o tratamento térmico pode induzir modificacbes
irreversiveis dos componentes do leite, alterar o equilibrio fisico-quimico e também
afetar negativamente a qualidade sensorial e capacidade de fabricacdo de quegos (Bra
et al, 2004; Saboya, 2002; Mistry e Maubois, 2004).

Uma reducgédo logaritmica de 6,5, 5,4 e 4,1 de mesdfilos aerdbicos, coliformes
totais e Clostridium sp., respectivamente, foi obtela queijos com olhaduras
produzidos a partir de leite microfiltrado em membrana ceramica com tamanho médio
de poro de 1,4um (Dias, 2011). Awad et al. (2010) observaram que a contagem
bacteriana foi reduzida de 150.000 UFC/mL no leite desnatado para 250 UFC/mL e 1
UFC/mL no leite pasteurizado e microfiltrado, respectivamente, utilizando também
membrana ceramica com tamanho médio de poro den.,4

Com o uso de leite MF, tem-se uma problemética de como fazer queijo de boa
qualidade com um leite ultianpo. Isso conduz a outra area de pesquisa e permite a
determinacao do papel de cada micro-organismo no processo de maturagao. O estudo do
ecossistema microbiano no queijo e o das interacdes existentes entre as bactérias
autéctones e as bactérias do fermento lactico permite uma melhor escolha de linhagens
quando destinadas a fabricacdo de queijos, em funcdo do local de origem (Saboya,
2002; Mistry e Maubois, 2004; Awad et al., 2D10

MsSweeney et al., (1993), a fim de avaliar a importancia dos NSLAB (bactérias
laticas ndo starter) na maturacdo do queijo Cheedar, fabricaram queijos a partir de leite
cru, leite pasteurizado (72 °C, 15 segundos) e leite microfiltrado (unidade da Alfa-
Laval, membrana com tamanho meédio de poro de 1,4 um) padronizado com creme
pasteurizado (72 °C, 30 segundos). Na avaliagdo sensorial, microbiol6gica, e

bioguimica dos queijos maturados a 10 °C, ndo foi observado diferengcas entre os
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queijos fabricados com leite MF e pasteurizado, mas, verifeadiferenca desses dois
queijos com os queijos fabricados com leite cru. Nestes, foi observado caracteristicas de
sabor e aroma mais atipicos, maiores concentracdes de aminoacidos livres, acido
glutamico livre e acidos graxos livres durante a maturacdo. A profundidade de
protedlise nesses queijos foi maior, resultante da maior atividade de peptidases,
presumivelmente proveniente de NSLAB. Esses autores concluiram que a microbiota
enddgena do leite afeta a qualidade do queijo Cheddar fabricado com leite cru.

Beuvier et al., (1997) avaliaram o uso de leite cru, microfiltrado ( membrana 1,4
pum, unidade Alfa-Laval) padronizado com creme pasteurizado (72 °C, 30 segundos),
leite pasteurizado (72 °C, 30 segundos) ou pasteurizado misturado ao retentado de
microfiltracdo, na fabricagdo de queijos tipo Suico, com 0 objetivo de estudar a
influéncia das bactérias nativas do leite e da pasteurizacdo na qualidade desse queijo.
Esses pesquisadores concluiram que ao final da maturacdo, os queijos fabricados com
leite cru e com o retentado de microfiltragdo mostraram producéo de aroma e sabor mais
intensos, quando comparados aos queijos fabricados com leite MF e pasteurizado. No
final da maturacdo, os queijos fabricados com leite cru e retentado de MF tiveram um
pH mais alto que os queijos com leite MF e pasteurizadconcentracdo de y-caseina
foi maior nos queijos de leite pasteurizado, refletindo maior atividade da plasmina
nesses queijos. A adicao da microbiota do retentado ao leite pasteurizado restaurou
guase todas as caracteristicas bioquimicas e sensoriais dos queijos fabricados com leite
cru avaliadas nesse estudo.

Awad et al., (2010), com o objetivo de produzir queijo Domiati com qualidade
microbiolégica, textura e sabor similar aos queijos feitos com leite cru produziram este
queijo a partir de leite pasteurizado (74 °C, 15 segundos) e de leite microfiltrado
desnatado, ambos padronizados com creme pasteurizado (78 °C, 15 segundos)
utilizando diferentes misturas e quantidades de culturas. Os queijos feitos com leite MF
um dia apos a fabricacdo (D + 1), apresentaram contagem bacteriana total inferior,
menor teor de umidade e pH mais elevado quando comparado ao queijo feito com leite
pasteurizado. Ao longo do tempo de maturacdo houve menor protedlise e menores
quantidades de aminoacidos livres nos queijos MF em relacdo ao queijo feito com leite
pasteurizado, o que levou a menor pontuacao na intensidade de sabor nos queijos MF na
avaliacao sensorial. Nesta, também foi observado que os queijos MF receberam maiores
notas para corpo e textura em relacdo aos queijos feitos com leite pasteurizado. Os

resultados mostraram que € possivel fazer queijos Domiati com alta qualidade
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microbioldgica e caracteristicas similares aos queijos feitos com leite cru utilizando leite

MF, desde que seja utilizada uma combinacéo de culturas adjuntas.

3.3. Bactérias laticas starter e ndo starter em queijo

A microbiota da maioria dos queijos pode ser dividida em dois grupos: bactérias
laticas starter e bactérias laticas ndo starter (NSLAB) ou cultura secundgéria. A
bactérias laticas starter estdo envolvidas na producéo de acido durante a fabricacado do
queijo e contribuem para o processo de maturacdo. As NSLAB podem até contribuir
para a producdo de acido durante a fabricacdo do queijo, mas, tém um papel
significativo durante a maturacdo, no desenvolvimento de sabor e aroma e nas

caracteristicas originais de cada queijo (Beresford et al., 2001).

3.3.1. Cultura starter

A cultura starter tem como funcdo primaria produzir &cido latico a partir da
lactose durante a fabricacdo do queijo. Segundo Beresford et al. (2001), a cultura starter
€ definida como isolado que produz &cido suficiente para reduzir o pH do leite para
valores menores ou iguais a 5,3 em até 6 horas a 30-37 °C. Mas, as bactérias starters
também contribuem para a maturacdo dos queijos onde suas enzimas estao envolvidas
na protedlise e conversao de aminoacidos em compostos aromaticos (Fox e Wallace,
1997).

Segundo Beresford et al. (2004), as bactérias starters fornecem uma
contribuicdo mais significativa para biomassa microbiana em queijos jovens, geralmente
atingindo densidade de 8 @FC/g dentro de um dia de fabricacdo. Esta biomassa
representa consideravel potencial biocatalitico para rea¢des de maturacdo de queijos. No
entanto, a maioria das enzimas das bactérias starters séo intracelulares o que leva ao
nao acessimediato na matriz do queijo. Durante a maturacdo de queijos os starters
liberam suas enzimas no processo de autdlise.

As bactérias starters sdo utilizadas na fabricacdo de queijos e possuem
importante papel no desenvolvimento de &cido e na sinérese durante a fabricagdo do
gueijo (Robinson, 2002). Elas sdo adicionadas em alimentos para multiplicar e
rapidamente aumentar o numero de micro-organismos desejaveis, reduzindo o tempo de
fermentacdo e inibindo o desenvolvimento de patdgenos e bactérias deteriorantes

(Fellows, 2006). As bactérias starters encontradas na maioria das vezes sdao membros
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dos géneros Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus e Leuconostoc (Beresford et al.,
2001).

O género Lactococcus é composto por sete espécies, L. lactis, L. garvieae, L.
plantarum, L. raffinolactis, L. chungangenesi&. fujiensis, sendo que a espécie L.
lactis apresenta trés subespécies (cremoris, lactisrdniae) e uma biovariedade
formadora de diacetil (L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis) (Wright, 2012).

As espécies que compdem o género Lactococcus sdo Gram positivas, catalase
negativa, homofermentativas, microaerofilicas, tém capacidade de multiplicar a 10 °C,
em pH 6timo de 6,0-6,5, mas ndo a 45 °C. Em temperatura ambiente de 20-30 °C levam
de 10-20 horas para fermentar o leite cru (Teuber & Geis, 2006; Casalta et al., 2008). A
espécie L. lactis se destaca pela sua importancia tecnolégica, onde ambas as subespécies
lactis e cremoris sdo utilizadas como culturas starter na producédo de varios tipos de
gueijos na industria de laticinios, e sdo responsaveis pela qualidade, seguranca
microbiolégica e vida de prateleira destes produtos (Mayo et al., 2010).

O género Lactococcus possui um sistema proteolitico altamente rico, com
enzimas capazes de hidrolisar completamente peptideos derivados da caseina em
aminoacidos, que séo os precursores dos compostos de aroma (Chapman; Sharpe, 1990;
Monnet et al.,, 1993). Esse sistema é constituido por uma protease ligada a parede
celular, que tem como substrato maior a B-caseina e por varias peptidases intracelulares:
trés aminopeptidases, uma dipeptidase, uma tripeptidase, uma X-prolil dipeptidil
aminopeptidase, uma prolidase e no minimo trés endopeptidases (Monnet et al, 1993).

As funcbes metabdlicas do Lactococcus séo importantes na formacao de sabor e
aroma de queijos macios. Em queijo fresco, como 0 queijo cottage, o0 composto diacetil
€ altamente desejado. O diacetil é produto da fermentacdo do citrato no leite pelos
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetilactis. Para realcar o sabor e aroma do
diacetil, o leite ou o creme na producdo de queijos como cottage, podem ser
enriguecidos com citrato (Robinson, 2002).

Um dos maiores géneros pertencentes ao grupo das bactériasélatacasbacillus
(Axelsson, 2004). As espécies utilizadas como starters Lb. delbruekii, Lb. heleeticus
Lb. acidophilus sdo homofermentativos obrigatorios, multiplicam melhor em condigdes
microaerobicas, sdo termo tolerante, desenvolvem no leite em temperatura 6tima de 43 a
46 °C, séo acido tolerantes e progimalta acidez em leite (Robinson, 2002; Beresford,
2004).
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Segundo Fox, (1993), Strepectococcus thermophilus é considerado o segundo grupo
starter mais importante, tecnologicamente, ap0s Lactococcus. Possuem a temperatura
Otima de desenvolvimento entre 35 e 42 °C (Robinson, 2002). Em condi¢des de estresse
Streptococcus thermophilus possuem baixa atividade proteolitica, mas possuem
atividade de uréase normal. Sendo assim, eles podem ativamente hidrolisar a uréia
presente no leite com formacdo de NEl CQ. A habilidade do Streptococcus
thermophilusem fornecer CQe aminoacidos constitui em um importante papel para
multiplicacéo simbidtica especialmente com Lactobacillus (Vedamuthu, 1994).

As espécies de Leuconostoc que estdo associadas com cultura latica starter sao
Leuconostoc mesenteroides subsp. crenmksuconostoc lactis. Leuconostoc isolados
de produtos lacteos sdo morfologicamente pequenos, apresentam células esféricas e
longas. Eles sdo mais tolerantes ao acido que Lactococcus e possuem sistema
enzimatico para fermentar o citrato (Axelsson, 2004).

Le. mesenteroides subsp. cremoris € um micro-organismo bastante sensivel em seu
processo de multiplicagéo e em seu metabolismo. Produz lentamente quantidades muito
pequenas de &cido latico no leite (cerca de 0,2 %). S&o cocos mesofilos emproduz
guase que somente o acido latico na sua forma isomérica D(-). Seu desenvolvimento
inicial depende da presenca de outra cultura para abaixar o pH em torno de 5 a 6, valor
minimo requerido para iniciar o crescimento da populagéo (Furtado, 2002).

Leuconostoc manifesta elevada atividade dehidrogenase alcodlica. A enzima alcool
dehidrogenase catalisa a reducdo do acetaldeido para alcool etilico, desse modo
reduzindo o sabor e aroma indesejavel de “frutas” devido ao excesso de acetaldeido.
Assim, Leuconostoc séo preferidos em misturas starter para queijos macios porque suas

atividades conduzem ao suave sabor de diacetil (Robinson, 2002).

3.3.2. Bactérias laticas néo starter (NSLAB)

NSLAB representa uma proporcao significativa da populacédo microbiana de,
todas as variedades de queijo maturado. Exceto para Leuconostoc, NSLAB ndo sao
intencionalmente adicionados como parte da cultura acidificante inicial, mas, como
cultura que multiplicam durante a maturagdo, que podem estar presente
intencionalmente ou ndoOs principais géneros envolvidos sao Lactobagillus

Leuconostoc, Pediococcagnterococcus (Beresford et al., 2004).
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O género Lactobacillus constitui a maioria da populacdo de NSLAB na maioria
das variedades de queijo durante a maturacao (Beresford et al., 2001). Eles multiplicam
em uma faixa de temperatura de 2 a 53 °C e séo &cido-tolerante com um pH ideal para o
desenvolvimento de 5,5 a 6,2 (Beresford et al., 2004). Lactobacillus NSLAB
encontrados regularmente nos queijos sdo heterofermentativos facultativos (Holt et al.,
1994).

O género Lactobacillus estava presente em 19 de 35 queijos europeus e foi um
dos principais componentes da microbiota do queijo artesanal da Serra da Estrela
(Cogan et al., 1997). Dolci et al. (2010), estudaram a dinamica da populacéo, desde a
fabricacdo até a maturacdo, do queijo Caltelmagno. No primeiro més de maturacéo
houve o predominio dos géneros Streptocoeluactococcus sendo encontradas as
espécies S. thermophilus, S. agalactde lactis. Ja no final da maturacdo houve um
predominio do género Lactobacillus, principalmente das espécies Lb. plamtabum
casei.

O género Pediococcus tem sido utilizado como cultura adicionada para melhorar
o sabor do queijo Cheddar e Feta, mas esse género também pode predominar a
microbiota ndo starter do queijo. As estirpes &tidilacticie Pe. pentosaceus sao as
isoladas com maior frequéncia a partir de queijo (Beresford et al., 2004).

Enterococcus sdo bactérias classificadas dentro da definicdo geral das bactérias
do acido lactico por serem Gram positivas e catalase negativa. Sdo frequentemente
isolados de queijos artesanais produzidos com leite cru. Produzem compostos que
atuam no sabor e aroma, como diacetil e acetoina (Girafa, 1997). As espécies isoladas
frequentemente sab faecalis E. faeciume E. durans (Beresford, 2004).

Enterococcus ocorrem de forma generalizada no ambiente, mas sdo associados
principalmente com o trato digestorio e, por isso, a sua presenca nhos produtos
alimenticios é vista como um indicador de falta de higiene. No entanto, Enterococcus
tém uma histdria de uso seguro em laticinios e, adicionalmente, os produtos podem

exibir caracteristicas probiéticas ou produzir bacteriocinas (Franz et al., 1999).

3.4. Fase Aquosa de Queijo

Queijo é composto de uma rede de paracaseinato, elementos dispersos (células,
cristais e ar) e um liquido intersticial, no qual chamamos de fase aquosa, contendo
varios compostos dissolvidos, dentre eles, minerais (Gaucheron et al, 1999). A fase

aguosa € a fase na qual estdo presentes 0s micro-organismos e na qual se acumulam
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produtos hidrossoluveis resultantes do metabolismo bacteriano de rea¢cdes enzimaticas
(Adda, 1987).

As primeiras tentativas para estudar a composicdo da fase aquosa do queijo
envolvendo sua extracao fisica utilizando alta pressao foi feita por Barthel et al. (1928),
Sandberg et al. (1930), McDowall e Dolby, (1936). Tais autores estavam preocupados
que a extracao utilizando agua poderia alterar as propriedades fisico-quimicas do queijo,
produzindo, portanto, resultados errbneos. Esses autores utilizaram esse método de
extracdo para avaliar principalmente na fase aquosa o teor de nitrogénio, lactose, teores
de acido latico, obtendo assim, resposta para o fenbmeno de maturacdo do queijo. Mais
tarde, essa técnica foi utilizada como meio para acompanhar a composi¢cdo de minerais
da fase aquosa do queijo (Monib, 1962; Morris et al, 1988, Lucey e Fox, 1993, Lucey et
al 1993 Salvat-Brunaud et al, 1995; Thierry et al, 1998; Boutrou et al, 1999, Lucey et
al., 2004. Segundo Lucey et al. (2004), a extracdo da fase aquosa pelo método de alta
pressdo € o método ideal para estudar o equilibrio de minerais no queijo, pois ndo ha
diluicdo ou solubilizagdo dos componentes do queijo.

A aplicacdo da extracdo por presséao a diferentes tipos de queijos de massa dura
permitiu demonstrar a atividade do coalho no queijo (Barthel et al., 1928b) e 0 aumento
dos teores de nitrogénio soltvel no decorrer da maturacdo (Sandberg et al., 1930). Os
teores de nitrogénio da fase aquosa extraidas de queijos como Emmental, Edam,
Roquefort, Limburgo e Stilton foram avaliados, bem como analisados a evolucdo dos
teores em lactose e acido latico de queijo Cheddar e NaCl, Nitrogénio, Ca e P de queijo
Edam durante a maturagéo (Sandberg et al.,;]80ib, 1962).

Thierry et al., (1998) avaliaram a dinamica da populacao bacteriana e a evolugéo
da composicdo da fase aquosa de queijos congelados e ndo congelados. Os autores
observaram uma reducédo de 8 % no conteludo de célcio dos queijos congelados, um
aumento no teor de sélidos da fase aquosa durante a maturagdo, assim como um
aumento de pH tanto da fase aquosa quanto no queijo, sendo que o pH da fase aquosa
foi ligeiramente mais elevado que o do queijo. Segundo osegudomaioria da troca
de minerais entre a rede de paracaseina e a fase aquosa foi feita no periodo de
acidificacdo, antes da salga. Foi observada pouca variagdo no teor de célcio na fase
aguosa durante o periodo de maturacao do q@@gjautores afirmam que a extracéo da
fase aquosa por prensagem tem varias vantagens para acompanhar as alteracdes
bioguimicas no queijo, permitindo avaliar as mudangcas minerais entre a rede de

paracaseina e a fase aquosa durante a maturacéo do queijo.
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Em outro trabalho realizado por Thierry (1999), 82 compostos volateis foram
identificados tanto na fase aquosa quanto na fase lipidica do queijo em pelo menos um
estagio de maturacéo, incluindo 18 aldeidos, 13 é&lcoois primérios e 4 secundarios, 16
ésteres, 14 cetonas e compostos sulfurados, 12 hidrocarbonetos e 2 compostos clorados.
Mais compostos foram recuperados a partir da fase aquosa e da gordura do que nas
amostras de queijo analisadas.

Gaucheron et al., (1999), para estedao comportamento de sal em um gel
modelo (similar a queijo) durante a salga e armazenagem sob atmosfera amoniacal,
utilizaram o método de extracdo de fase aquosa do gel para determinacdo de sais.
Segundo os autesa metodologia de extragdo tem a vantagem de preservar o equilibrio
de minerais e obter uma quantidade suficiente de fase aquosa sem necessitar de fazer
diluicéo.

Boutrou et al., (1999) avaliaram as mudancas na composicdo da fase aquosa de
qgueijo Camembert ao longo da maturacédo. Foi observado que a quantidade de fase
aquosa extraida diminuiu ao longo do tempo de maturacdo do queijo, assim como um
aumento de pH e sélidos totais na fase aquosa do queijo. Ja no queijo, foi observado um
aumento do pH na superficie e uma reducédo do pH no centro. O teor de célcio na fase
aquosa aumentou no inicio da maturacdo devido a acdo de bactérias laticas na
fermentacdo da lactose e consequentemente reducdo do pH, mas, no final da maturacao
foi observado uma reducéo no teor de calcio devido principalmente ao aumento do pH
na superficie do queijo e consequentemente precipitacdo de calcio.

Lucey et al., (2004) ao estudar a evolugdo de Ca soluvel e insolivel em fase
aquosa de queijo Cheddar e no queijo Cheddar, respectivamente, ao longo de 12
semanas de maturacao, observou que o contetdo de calcio insolavel diminui de 69,72 %
para 57,87 %, o que segundo os autores indicou que durante a maturacdo do queijo ha
conversdo de Ca insolavel para Ca solivel e essa conversdo esta diretamente
relacionada com mudancas de textura no queijo ao longo da maturacgéo, juntamente com

os efeitos conhecidos de protedlise.
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4. MATERIAL E METODOS

As atividades deste projeto foram conduzidas no Laboratério de Pesquisa em
Ciéncia e Tecnologia de Leite e Derivados INOVALEITE, do Departamento de
Tecnologia de Alimentos (DTA), no laboratério de Absorcdo Atdmica do Departamento
de Solos e no Laticinios Escola, da Universidade Federal de Vicosa (UFV) e no

Laboratério de Genética da Embrapa Gado de Leite de Juiz de Fora.

4.1. Fabricacao do Queijo Minas Padrao

Na Figura 1 é apresentado o fluxograma geral de fabricacdo do queijo Minas
padrdo, de acordo com Furtado (2005), cada tratamento (tanque de fabricacéo) foi

conduzido com 150 litros de leite.
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Figura 1. Fluxograma de fabricacdo do queijo Minas padrdo. MT53X = Cultivo bacteriemposto por
Streptococcus thermophilusactococcus lactis subsp. lactis Lactococcus lactis subsp. cremoris
DX33A = Cultivo bacteriano composto por Lactococcus lactis subsp. &aktistococcus lactis subsp.

cremoris Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis e Leuconostoc sp.
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O leite foi coletado no estabulo no dia da producédo dos queijos e transportado
até o laticinio Escola por um caminh&o isotérmico. Ao chegar ao laticinio, uma amostra
de leite foi coletada (Leite cru) para analises posteriores. O leite foi transferido para um
tanque de estocagem passando pela etapa de filtracdo. Na sequéncia, o leite foi
centrifugado obtendee leite padronizado com o teor de gordura em torno 3,5%, leite
desnatado e creme de leite. Parte do leite foi direcionada para pasteurizacao lenta (65 °C
por 30 min), e o restante foi destinado a microfiltracdo. Na microfiltracdo, utilizou-se
membrana ceramica tubular “Membralox®” com poro de tamanha médio 1,4 pum. O
leite a 50 °C foi filtrado tangencialmente a uma velocidade de permeacdo de7,2 m-s
transportado para os tanques de camisa dupla em latdes previamente esterilizados e
padronizado para 3,5% de gordura com adicdo de creme de leite tratado termicamente
em autoclave (115 °C por 15 min) e resfriado para 40 °C (Figura 1).

Dois tratamentos, um com leite pasteurizado e outro com leite microfiltrado,
foram conduzidos com bactérias laticas acidificantes S. thermophilus (BO%{itis
subsp. lactise L. lactis subsp. cremoris (50%) (cultivo MT53X DSM Food
Specialties). E os outros dois tratamentos foram conduzidos com bactérias laticas
aromatizantes. lactis subsp. lactis L. lactis subsp. cremoris (50%), L. lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis e Leuconostoc sp. (50%) (cultivo DX33ASM Food
Specialties). As culturas foram diluidas em leite desnatado reconstituido (LDR) estéril e
armazenadas a temperatura de -20 °C. As quantidades de culturas adicionadas no leite
para fabricacdo do queijo foram de acordo com o especificado pelo fabricante.

Na fabricacdo do queijo Minas padrdo (Figura 1), a cultura foi adicionada em
150 litros de leite a uma temperatura de 35 °C, sendo respeitados 30 minutos de pré-
maturacdo. Em seguida procedeu-se a coagulacao do leite, a uma temperatura de 33 °C
+ 1 °C, com adicao de 75 mL de uma solucéo 40 % (m/v) de cloreto de célcio (Produtos
Macalé LTDA) e 9 mL coalho liquido (Maxiren®, DSM Food Specialties). Ap6s 30
minutos de coagulacéo, a coalhada foi cortada lentamente em cubos médios (1,0 cm a
1,5 cm de aresta), iniciando a primeira mexedura com duracdo de 20 minutos, seguida
da segunda mexedura com aquecimento lento da massa com vapor indireto até 38 °C. O
processo de mexedura se extendeu até o ponto, que foi medido pela ligeira consisténcia
dos grédos. O soro foi drenado (sendo todo coletado para posterior amostragem) e a
massa pré-prensada, com duas vezes 0 seu peso estimado, no proprio tanque de

fabricagéo, por 15 min. No passo seguinte, o bloco de massa foi cortado e colocado em
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formas cilindricas de 500 g, equipadas com dessoradores. Os queijos foram prensados
por 30 minutos com peso equivalente a 10 vezes o peso do queijo e, em seguida, foram
virados nas formas e recolocados na prensa, trocando-se a posicdo dos queijos que
ficaram na parte superior para a inferior para nova prensagem por mais 60 minutos com
0 mesmo peso. Ao final, os queijos foram virados e levados para a camara fria a 10 ° C,
onde permaneceram até o dia seguinte no qual foram levados para a salga em salmoura
a 20 % (m/v) de sal em temperatura de 10 °C por 8shBosteriormente, 0s queijos

foram deixados na secagem a 10 °C e a 70 % de umidade relativa até o dia seguinte,
gquando foram embalados em embalagens plasticas termoencolhiveis a vacuo. Os
queijos foram armazenados em BOD a 10 °C, para a realizacdo das analises nos tempos
previstos.

4.2. Extracéo da fase aquosa dos queijos

A fase aquosa do queijo Minas padrao foi extraida nos tempos 1, 30, 45, 60 e 75
dias de maturacdo, de acordo com a metodologia descrita por Salvat-Brunaud (1995).
Os queijos foram ralados e 1.800 g misturados a 3.600 g de areia com granulometria
entre 150 a 250 um. A mistura foi colocada em uma tela de filtro descartavel (Smith and
Nephew extruded Films LTDA) e em seguida em um molde de inox perfurado que
permite o escoamento da fase aquosa. Esse molde foi entdo colocado em uma placa de
aco inoxidavel e prensado durante 180 minutos usando uma prensa hidraulica (ABF
technology, Franca). Apds extracao da fase aquosa esta foi centrifugada a 3000 g e o
sobrenadante analisado quanto a atividade de agua, pH, teor de extrato seco e cinzas,
sendo o restante armazenado a -20 °C, seguida de degelo em camara fria (4 °C), no

momento das demais analise.

4.3. Analises de composicao centesimal e fisico-quimicas

Para cada producdo foi analisado no leite cru, nos leites padronizados
(microfiltrado e pasteurizado) e no soro o potencial hidrogenionico (pH), densidade,
gordura, acidez, extrato seco, proteina e residuo mineral fixo. A fase aquosa dos queijos
e 0s queijos foram analisados quanto ao pH, atividade de agua, extrato seco, nitrogénio
total, nitrogénio solivel em pH 4,6, nitrogénio solivel em TCA 12 % e calcio. Além
dessas andlises, foram feitas nos queijos o teor de gordura, gordura no extrato seco,

cloreto de sadio, concentragéo das fragfese k-caseina e perfil de textura.
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4.3.1. Determinacédo de pH

A determinacdo pH foi realizada, de acordo com Wehr e Frank (2004),
utilizando medidor de pH Hanna® modelo HI 2221, S&o Paulo, introduzindo o eletrodo

diretamente na amostra.

4.3.2. Determinacao de densidade

A determinacdo de densidade foi realizada por meio do termolacto-densimetro
(LANARA, 1981).

4.3.3. Determinacao de acidez

A determinacdo de acidez foi realizada de acordo com o método descrito por
Wehr e Frank (2004). Os resultados foram expressos em percentual de &cido latico
(m-v?) segundo a equacéo:

_ CixXfcxv x9

Em queA é a acidez expressa em percentual de &cido laticofmGi a
concentracdo da solucdo de hidroxido de sédio (rithlft é o fator de correcéo da
solucéo de hidréxido de sodio; v € o volume de hidroxido de sodio gasto na titulacdo da

amostra &/ o volume da amostra.

4.3.4. Determinacdo de umidade e solidos totais

A determinacdo de umidade dos queijos foi realizada pelo método gravimétrico
em estufa a 102 + 2 °C (FIL-IDF 4:2004). O residuo obtido apds evaporacao representa

os solidos totais da amostra. O resultado foi obtido a partir da formula abaixo:

% Umidade = 100 — % Solidos totais (Eq. 2)
% Solidos totais = % (Eq. 3)
2

Sendo:
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ma perda da massa, em gramas @ massa da amostra, em gramas.

4.3.5. Determinacédo de residuo mineral fixo

Para determinacdo do residuo mineral fixo, a amostra foi submetida a
incineragdo a 550 °C (Wehr e Frank, 2004). O residuo mineral fixo foi calculado por

meio da férmula:

RMF =2 x 100 (Eq. 4)

Pi-T

Em que RMF é o percentual de residuo mineral fixo (cinzas) expresso em (m-m
Y); Pfé o resultado da Ultima pesagem da amoBir&; o resultado da pesagem inicial,
apos adicdo da amostra e T a tara do cadinho de porcelana.
4.3.6. Determinacéo de atividade de agua

A determinacao da atividade de agua foi realizada a 25 °C utilizando-se medidor
digital Aqualab (Decagon 3TE, Decagon Devices Inc., USA).

4.3.7. Determinacao de gordura

O teor de gordura foi determinado utilizando o método de Gerber, a leitura foi
realizada diretamente na escala do butirdmetro e o resultado expresso em percentual

(m-v* para leite e soro ou m-Tpara queijo) (Wehr e Frank, 2004).

4.3.8. Determinagéo de gordura no extrato seco

O teor de gordura no extrato seco foi determinado indiretamente por meio da

férmula abaixo (Pereira et al., 2001)

%GD
%ES

% GES = 2= % 100 (Eq. 5)

Sendo:
GES a gordura no extrato seco; GD a gordura e ES o extrato seco.
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4.3.9. Determinacao de proteina

O teor de proteina foi determinado a partir da andlise do teor de nitrogénio pelo
método de Kjeldahl. A concentracdo de proteina foi calculada pela multiplicacéo do teor
de nitrogénio total pelo fator de converséo 6,38 (IDF/FIL 20-1:2001).

4.3.10. Determinacédo de nitrogénio ndo caseinico

As amostras de queijo previamente solubilizadas em citrato de sédio 0,5 mol-L
foram precipitadas em pH 4,6 com &cido cloridrico 1,41 rifoé filtradas em papel de
filtro Whatman n°42. O nitrogénio contido na solucédo foi quantificado pelo método de
Kjeldahl (FIL 20B:1993), sendo convertido para concentracdo equivalente de proteina

pelo fator 6,25.

4.3.11. Determinacédo de nitrogénio nao proteico

As amostras de queijo previamente solubilizadas em citrato de sédio 0,5 mol-L
foram precipitadas em solucéo final (12%) com &cido tricloroacético (TCA) e filtradas
em papel de filtro Whatman n° 42, coletando-se uma solucédo limpida com peptideos de
baixo peso molecular e aminoacidos. O nitrogénio contido na solucao foi quantificado
pelo método de Kjeldahl (FIL 20B:1993), sendo convertido para concentracao

equivalente de proteina pelo fator 6,19.

4.3.12. Extensdo de maturacao

A extensdo de maturacao foi calculada indiretamente por meio da razéo entre a
percentagem de nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NS pH 4,6) e nitrogénio total (NT),

multiplicando o resultado por 100 (Wolfschoon-Pombo, 1989

NSpH4,6
_ (Nsp )><
NT

EM 100 (Eq. 6)
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4.3.13. Profundidade de maturacao

A profundidade de maturacao (PM) foi quantificada de forma indireta por meio
da razdo entre a percentagem de nitrogénio solivel em TCA 12% (NS TCA 12%) e

nitrogénio total (NT), multiplicando-se o resultado por 100 (Wolfschoon-Pombo).1989

PM = —("’ST:“T 12%) 100 (EqQ. 7)

4.3.14. Determinacao de cloreto de sédio

O Cloreto de sodio foi determinado pelo método das cinzas (Wehr e Frank,

2004). O resultado foi obtido a partir da formula abaixo:

O NaCl = VXfFXNX0,0585

X 100 (Eq. 8)

Sendo:

V o volume da solugéo de nitrato de prata 0,1 mbigasto na titulacdo, em mL; f o

fator de correcdo da solucdo de nitrato de prata 0,1 fhahla massa da amostra, em
gramas; N a normalidade da solucdo de nitrato de prata 0,1 mel0,0585 representa

miliequivalente-grama do cloreto de sodio.

4.3.15. Determinacédo de Célcio

No preparo das amostras, em um Erlenmyer de 125 ml foi adicionado um grama
de queijo ou fase aquosa e 10 mL de acido nitro-perclérico (1:3 de acido perelérico
acido nitrico). Essa mistura foi digerida em uma chapa aquecedora em duas etapas, a
primeira a uma temperatura de 100 °C durante 30 minutos e a segunda a uma
temperatura de 150 °C até observar a saida de fumos brancos de acido perclérico. A
amostra digerida foi transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL
e submetidas a espectofotometria de absorcéo atémica. O espectofotdbmetro de absorgéo
atbmica (Agilent Technologies®, modelo 240FSAA), equipado com chama de ar-
acetileno e uma lampada de catodo-oco de Calcio, foi calibrado com padrdes de calcio
preparado a partir da solucdo de referéncia Célcio (marca Merch®) antes da leitura das

amostras.
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4.3.16. @ncentracio das fracoes a e -caseina ao longo da maturacéo

O perfil protéico dos queijos foi determinado pela técnica de eletroforese
microfluidica, utilizando o equipamento Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent
Technologies GmbH, Waldbronn, Germany) e Kit especifico para a determinacdo
proteica (Protein 80 LabChip Kit) (Costa et al., 2010).

As condi¢les de trabalho utilizadas foram: a solugéo tampéao (pH = 3,0) usada
para dissolver as proteinas presentes na solucéo era constituida de 7,0 M de ureia e 20
mM de bis-tris-propano. Logo apos a dissolucdo das proteinas, foi utilizada a solucéo
tampéao (pH = 3,0), usada para separar as proteinas presentes na solucéo, constituida de
6,0 M de &cido citrico e 0,05 % (m/v) de hidropropilmetil celulose. Imediatamente
depois do uso, 2-mercaptoetanol (5uL: 1uL) foi adicionado a solugdo tampdo das
amostras. As amostras das solucdes protéicas foram diluidas na proporcdo de 1:4 com a
solucdo tampdo das amostras e deixadas em repouso, por 2 horas, antes de serem
preparadas para serem colocadas no chip. Fragdes de a-caseina, B-caseina, k-caséina, o-
lactoalbumina e -lactoglobulina (Sigma-Aldrich/St Louis, MO, EUA) foram utilizadas
como padrdes. Os reagentes foram preparados de acordo com as instru¢cdes do protocolo
do fabricante, cujo kit contém Gel Dye Mix, solucdo de descoloracdo, solucdo de
desnaturacdo e um ladder. As amostras para a eletroforese foram preparadas em tubos
de 0,5 mL, tendo uma aliquota da solucéo de ladder (6 pL) sido colocada em um tubo
separado. Foram combinados 4 pL da amostra de proteina diluida com 2 pL de solucéo
de desnaturacdo do kit Protein 80, em tubos de 0,5 mL. Apds este procedimento, as
amostras (4 pL) foram desnaturadas (aquecidas), a 100 °C, por 5 minutos, juntamente
com o ladde(6 pL). Depois do aguecimento, as amostras e o ladder foram refrigeradas
em banho de gelo e os tubos foram centrifugados para assegurar que a amostra de
liquido permanecesse no fundo. Antes, as amostras foram diluidas com 84 pL de agua,
agitadas e colocadas nos pocos do chip. Todos os chips foram carregados com dez

amostras, em trés repeticdes cada um.

4.3.17. Analise do perfil de textura (TPA)

Determinacdo do perfil de textura do queijo Minas padréo foi realizadas no
Laboratério de Embalagens DTA/UFV. Foi utilizado o Instron Universal Testing
Machine, modelo 3367 (Instron Ltd., Norwood, Massachusetts, EUA). As condicdes de

trabalho foram pré-teste, teste e pos-teste com velocidade de 1 mm/s, com distancia de
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compressao de 48m da parte superior da amostra. Uma sonda cilindrica de 55 mm foi
usada juntamente com uma célula de carga de 1 kN, movida perpendicularmente através
das amostras de queijos cilindricos (20 mm de didmetro e 20 mm de altura) que foram
colhidas do centro do queijo. As resisténcias exercidas pelas amostras foram
automaticamente registradas e a firmeza, fraturabilidade, gomosidade e mastigabilidade
em Newton (N), elasticidade (mm) e coesividade foram calculadas pelo software Blue
Hill 2.0 (Instron — Norwood, Massachusetts, EUA), utilizando dados de forca (N)

versus tempo (s) obtidos durante os ensaios.

4.3.18. Analise do rendimento de fabricacéo

Os resultados obtidos das analises fisico-quimicas dos leites, soros de queijo e
gueijos e da pesagem da producao final ap6s um dia de fabricacdo (antes da salga)
foram utilizados para o calculo das variaveis de rendimento de fabricacdo segundo
metodologia descrita por Furtado (2005):

¢ Percentual de cifra de transicdo de gordura no soro foi determinado pelo método
técnico, aplicando a seguinte formula:

(Kgl-P)Gs

(KDill)Gl x Ds x 100

% Perda Gord. Soro =

(Eq. 9)

onde,
Ds é a densidade (15 °C) do soro; DI € a densidade (15 °C) do leite; kgl
representa os quilogramas de leite; Gl é a % gordura do leite; Gs € a %

gordura do soro e P representa a producao de queijos (kg).

e Percentual de cifra de transicao de proteina no soro foi determinado pelo método

técnico, aplicando a seguinte formula:

Kg 1-P)Ps
% Perda Prot. Soro = Kgf g ")
(F)PIXDS X100

(Eq. 10)

onde,
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Ds é a densidade (15 °C) do soro; DI é a densidade (15 °C) do leite; kgl
representa os quilos de leite; Pl € a % proteina do leite; Ps é a % proteina do

soro e P representa a producéo de queijos (kg).

e Aproveitamento de sélidos no queijo em relacdo a cada litro de leite trabalhado
ou coeficiente GL (g ST-1), foi determinado de acordo com a seguinte

formula:

ST x P x 10

gST/L = (Eqg. 11)
Onde,
ST é a porcentagem de solidos totais do queijo; P representa a producdo de

queijos (kg) e V é o volume de leite (L)

e Rendimento em litros de leite por quilo de queijo ajustado (L&kgfoi

determinado de acordo com a seguinte formula:

V (100-UP)

L/KgA - P x ST

(Eq. 12)

Onde,

V é o volume de leite (L); UP representa a porcentagem de umidade
comum pretendida fixada em 49 % (m/m) para o queijo Minas padraé; ST

porcentagem de extrato seco dos queijos.

4.4. Analises microbioldgicas

4.4.1. Analises microbioldgicas do leite

Foram realizadas analises microbiolégicas no leite cru, leite microfiltrado
padronizado adicionado de cultura acidificante ou aromatizante e leite pasteurizado
padronizado adicionado de cultura acidificante ou aromatizante.

Para preparo de cada amostra, foi transferido 1 mL da mesma para 9 mL de
solucdo salina (NaCl 0,85%-m1) e foram preparadas diluicdes seriadas de forma a

obter enumeracéo entre 15 e 150 unidade formadora de colénias (UFC) por placa de
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Petrifilm ou 25 e 250 UFC por placa de Petri. Volumes de 1,0 mL de cada diluicdo
selecionada foram inoculados nas placas de Petrifilm e essas foram incubadas a uma
temperatura e tempo de acordo com o0 micro-organismo analisado. Os resultados foram
obtidos pela multiplicacdo do nimero de UFC observadas pelo inverso da diluicdo

utilizada e expressos em UFC por mililitro (UFC-HiL

4.4.1.1. Enumeracado de mesdfilos aerdbios e anaerdbio facultativos

Para a enumeracédo de mesodfilos aerdbicos foram utilizadas placas Petrifilm para
mesdfilos aerébicos (Petrifil! AC) de acordo conWehr e Frank (2004). Apés a

inoculacéo as placas foram incubadas a 32 °C £ 1 °C, por 48 horas.

4.4.1.2. Enumeragéo de coliforme e Escherichia coli

Volumes de 1,0 mL de leite, de cada diluicdo, foram inoculados em placas
Petrifilm para coliformes e E. coli (Petrifififi EC) de acordo conwehr e Frank
(2004). As placas foram incubadas a 35 °C + 1 °C por 24 - 48 horas. A leitura das
placas foi realizada apos 24 e 48 horas de incubacao, para enumeracéo de coliformes
totais e E. coli, respectivamente.

4.4.1.3 Enumeracao de psicrotréficos

Volumes de 0,1 mL de leite, de cada diluicdo, foram inoculados em placas de
Petri estéreis contendo o Agar Padréo para Contagem (PCA, Himedia ®) solidificado e
espalhadas com alca de Drigalski. As placas foram incubadas invertidas a 7 °C por 10
dias (Wehr e Frank, 2004).

4.4.2. Analises microbioldgicas no queijo

Foram realizadas analises para enumeracao de indicadores higiénicos nos queijos
um dia apos a fabricacdo. Para o preparo do homogenato, 25 g de queijo, pesados
assepticamente, foram diluidos em 225 mL de solucdo salina peptonada 0,1 %
esterilizada e posteriormente homogeneizada em um Stomacher, por 60 segundos.
Foram realizadas diluicdes seriadas a fim de obter enumeragéo entre 15 e 150 colbnias

por placa de Petrifilm.
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4.4.2.1. Enumeracao de Coliformes Escherichia coli

Volumes de 1,0 mL de cada diluicdo foram inoculados em placas Petrifilm para
coliformes e E. coli (Petrifilfl! EC) de acordo corvehr e Frank (2004). As placas
foram incubadas a 35 °C + 1 °C por 24 - 48 horas. A leitura das placas foram realizadas
apos 24 e 48 horas de incubacédo, para enumeracdo de coliformes totais ¢ E. coli

respectivamente.

4.4.2.2. Enumeracado de Staphylococcus aureus

Volumes de 1 mL de cada diluigdo foram inoculados em placas Petrifilm para S.
aureus (Petrifill™ Staph Express), de acordo com AOAC (2001). As placas foram
incubadas a 35 °C + 1 °C por £& horas. Apos a leitura da placa com enumeracéo das
coldnias tipicas (colbnias violeta), foi adicionado disco de Dnase por um periodo de 1 a
3 horas, onde foi observada a formagao de halo confirmando a presenca do micro-

organismo, segundo o fabricante.

4.4.2.3. Presenca de Salmoneka.

Andlises conduzidas conforme constante na Instrugcdo Normativa numero 62 de

26 de agosto de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

4.4.2.4. Presenca de Listeria monocytogenes

Andlises conduzidas conforme constante na Instrucdo Normativa numero 62 de

26 de agosto de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

4.5. Avaliacado Sensorial

O teste de aceitacdo foi realizado no laboratério de Andlise Sensorial da
Universidade Federal de Vigosa, em cabines individuais, usando luz branca.

A avaliacdo sensorial foi feita em duas épocas, uma estando os queijos com 30
dias de maturagao e outra com os queijos de 60 dias de maturagdo. Em ambas as etapas,
0s queijos foram avaliados quanto a aceitacdo, por 50 provadores selecionados pelo
habito de consumo de queijo, em relacéo aos atributos impresséao global, textura, aroma

e sabor.
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Foram apresentadas aos provadores, as amostras contendo aproximadamente 15
gramas de queijo de cada tratamento a temperatura de aproximadamente 15 °C,
devidamente codificadas com trés digitos e servidas de modo aleatério. Um copo de
agua filtrada e um biscoito de agua e sal foram fornecidos aos provadores para diminuir
a interferéncia entre as amostras.

Cada provador recebeu uma ficha de avaliacdo para cada amostra e foi solicitado
gue indicasse na escala hedonica de 9 pontos o seu julgamento em relacdo a aceitagao
do produto, sendo atribuida nota 9 para gostei extremamente e 1 para desgostei
extremamente (Minin, 2006).

Os resultados foram submetidos & ANOVA em delineamento inteiramente
casualizado, utilizando-se o programa SAS (Statistical Analysis System) verséo 9.2,
licenciado para Universidade Federal de Vicosa. As médias dos tratamentos foram

comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.

4.6. Delineamento Experimental e Andlise Estatistica

O experimento foi realizado em quatro repeticdes, seguindo o delineamento
inteiramente casualizado, com 0s seguintes tratamentos: queijo Minas padréo produzido
a partir de leite pasteurizado adicionado de bactéria latica acidificante (P) ou adicionado
de bactéria latica aromatizante (PA) e queijo Minas padrdo produzido a partir de leite
microfiltrado adicionado de bactéria latica acidificante (M) ou adicionado de bactéria
latica aromatizante (MA).

O leite utilizado nas producbes dos queijos e o0 soro, provenientes das
fabricacGes foram analisados quanto a gordura, EST, proteina, cinzas, densidade, acidez
e pH. Os queijos logo apés a fabricacdo (D+1) foram avaliados quanto a umidade,
gordura, GES, NaCl, cinzas, proteina e pH. Todos esses resultados, juntamente com 0s
resultados de rendimento de producédo, foram avaliados por meio de andlise de variancia
(ANOVA) e pela comparacao de médias pelo teste de Tukey.

No queijo, a andlise da evolugéo dos atributos acidez, atividade de agua, indice
de extensdo de protedlise, indice de profundidade de protedlise, degradacdo das
moléculas de caseina, célcio e perfil de textura foram avaliados utilizando um modelo
de parcelas subdivididas, com quatro tratamentos aplicados nas parcelas, com quatro
repeticdes; e as avaliacdes ao longo dos tempos 1, 30, 45, 60 e 75 dias de maturacéo

constituiram as subparcelas, que foram estudadas mediante analise de regresséao.
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A fase aquosa dos queijos, para cada tratamento, foi extraida nos tempos 1, 30,
45, 60 e 75 dias de maturagcdo sendo analisado agthtjdade de 4gua, o extrato seco,

o residuo mineral fixo, calcio, o nitrogénio total, o nitrogénio solivel em pH 4,6 e 0
nitrogénio soltivel em TCA 12 %. Tais atributos foram avaliados utilizando um modelo

de parcelas subdivididas, com os quatro tratamentos aplicados nas parcelas, com quatro
repeticdes e as avaliagbes ao longo dos tempos constituiram as subparcelas que foram
estudadas mediante analise de regresséo.

Para as variaveis que apresentaram efeito significativo da interacao (tratamento e
tempo) foi feito o0 desdobramento, no qual se avaliou os diferentes tratamentos para cada
tempo de estocagem e a tendéncia, via regressédo, em funcdo do tempo de estocagem,
para cada tratamento.

O comportamento dos dados estudados ao longo da maturacdo do queijo Minas
padrdo foram modelados estatisticamente pelas equacdes apresentados em cada Figura,
sendo cada modelo ajustado considerando a nao significancia (p>0,05) para a falta de
ajuste e a significancia (p<0,05) para os coeficientes de regressédo. Desta forma, os
dados se ajustaram as equac0des de forma empirica.

Todos os dados foram analisados por meio do programa estatistico Statistical
Analysis System (SAS Institute Inc., 2006) versao 9.2, licenciado para a Universidade
Federal de Vigosa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Composicao fisico-quimica do leite utilizado na fabricagdo do queijo

Os resultados da composicdo fisico-quimica média do leite utilizado nas
fabricagcbes dos queijos Minas padréo dos quatro tratamentos encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1- Valores médios das analises fisico-quimicas realizadas no leite empregado
na fabricacdo dos queijos Minas padréo

Amostras

Analises LP LPA LM LMA

Gordura (%, m/v) 3,74 a 3,80 a 3,70 a 3,62 a
EST (%, m/v) 11,84 a 11,94 a 11,47 a 11,64 a
Proteina (%, m/v) 3,26 a 3,24 a 3,21 a 3,17 a
Cinzas (%, m/v) 0,71 a 0,71 a 0,70 a 0,69 a
Densidade (%, g/mL) 1,0309 a 1,0314 a 1,0306 a 1,0308 a
Acidez* (%, m/v) 0,16 a 0,16 a 0,16 a 0,16 a
pH 6,64 a 6,66 a 6,70 a 6,69 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5 % dédaddab

LP = Leite pasteurizado destinado a fabricagdo de queijo Minas padrdo com cullificaats; LPA =
Leite pasteurizado destinado a fabricacdo de queijo Minas padrédo com cultura aroenatMan Leite

microfiltrado destinado a fabricacdo de queijo Minas padrdo com cultura acidifitdhee;= Leite

microfiltrado destinado a fabricacdo de queijo Minas padrdo com cultura aromatE8&ite= Extrato
Seco Total; * = % de compostos acidos expressos como acido latico.

Como podese observar na Tabela 1, o leite utilizado para a fabricacdo dos
queijos Minas padrdo dos diferentes tratamentos apresentaram composic¢ao fisico-
quimica muito semelhante, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05) para nenhuma das variaveis analisadas, significando que os tratamentos
utilizados nao influenciaram na variacdo destes componentes. Este resultado deve-se,

também, ao uso do leite do mesmo tanque de estocagem de leite cru.

5.2. Composicéo fisico-quimica dos queijos em D + 1

Os resultados das analises fisico-quimicas dos queijos Minas padrdao dos quatro

tratamentos encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2— Valores médios das analises fisico-quimicas dos queijos Minas padrdo em D
+1

Tratamentos
co . P PA M MA

Variaveis

Gordura (%, m/m) 29,30 a 29,20 a 28,40 a 30,00 a
Umidade (%, m/m) 45,50 a 46,20 a 46,80 a 45,50 a
Proteina (%, m/m) 20,60 a 20,00 a 19,10 a 19,90 a
GES 54,00 a 54,00 a 53,00 a 55,00 a
NaCl (%, m/m) 0,99 a 1,06 a 1,12 a 0,95 a
Cinzas (%, m/m) 3,50 a 3,30 a 3,50 a 3,34 a
pH 5,23 a 5,22 a 5,15 a 5,16 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5 % dédadéab

P = Queijo Minas padréo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA & KQungis
padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padidixidp
leite microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrao produzido comnedtefiltrado e
cultura aromatizante; GES = Gordura no Extrato Seco.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os tratamentos
para nenhuma das variaveis estudadas na composicdo do queijo Minas padréo (Tabela
2). Essa similaridade na composi¢ao dos queijos indica que o processo de fabricacédo e o
método empirico de deteccdo do ponto pela consisténcia da coalhada foram precisos e
reprodutiveis nas diferentes fabricacoes.

De acordo com os resultados da Tabela 2, o queijo Minas padrdo pode ser
classificado, conforme o Regulamento de Identidade e Qualidade de Queijos (Brasil,
1996) como um queijo de média (entre 36,0 % m/m e 45,9 % m/m) a alta umidade
(entre 46,0 % m/m e 54,9 % m/m) e gordo (entre 45,0 % e 59,9 % S GEqueijos
atualmente encontrados no mercado divergem dos valores de composi¢cao fisico-
guimica encontrados neste trabalho principalmente devido a ndo existéncia de critérios
legais. Segundo Brumano et al. (2011), ao avaliar resultados fisico-quimicos de queijos
Minas padrao comercializado ao longo de doze anos, foi observado que a umglade do
queijos variaram de 43,4 % a 57,4 % (m/m) e a GES variou de 43,9 % a 70,4 %.

5.3. Composicéo fisico-quimica do soro

Os resultados das analises fisico-quimicas dos soros obtidos das fabricacdes dos

gueijos Minas padréo dos diferentes tratamentos encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3 — Valores médios das analises fisico-quimicas dos soros obtidos das
fabricacfes dos diferentes tratamentos

Tratamentos

Variaveis SP SPA SM SMA

Gordura (%, m/v) 0,35 a 0,32 a 0,31 a 0,32 a
EST (%, m/v) 6,53 a 6,50 a 6,44 a 6,39 a
Proteina (%, m/v) 0,89 a 0,88 a 0,92 a 0,92 a
Cinzas (%, m/v) 0,51 a 0,52 a 0,50 a 0,51 a
Densidade (%, g/mL) 1,0274 a 1,0270 a 1,0278 a 1,0274 a
Acidez* (%, m/v) 0,10 a 0,11 a 0,11 a 0,11 a
pH 6,52 a 6,51 a 6,52 a 6,53 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5 % dédaddab

SP = Soro obtido da fabricacdo de queijo Minas padrdo produzido com leite pasteerizatiura
acidificante; SPA = Soro obtido da fabricacdo de queijo Minas padrao prodondieite pasteurizado e
cultura aromatizante; SM = Soro obtido da fabricacdo de queijo Minas padrdo prodomidieite
microfiltrado e cultura acidificante; SMA = Soro obtido da fabricacdo de gM&ijas padréo produzido
com leite microfiltrado e cultura aromatizante; EST = Extrato Seco Total; *de @¥ompostos acidos
expressos como &cido latico.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os tratamentos
para nenhuma das variaveis estudadas na composicao do soro proveniente da fabricacédo
do queijo Minas padréo.

Os valores obtidos para a composicao fisico-quimica do soro do queije Mina
padrdo sdo semelhantes aos valores encontrados por Teixeira e Fonseca (2008) ao
avaliarem o perfil fisico-quimico de soro de queijo Minas padréo produzido em diversas
regides do estado de Minas Gerais. Esses autores relataram valores médios de pH de
6,3, acidez de 0,13 % (m/v), EST de 6,28 % (m/v), proteina de 0,80 % (m/v) e
densidade de 1,0249 (g/mL).

5.4. Andlise de rendimento

Na Figura 2 sdo mostrados os resultados dos diferentes métodos de avaliacdo de

rendimento, utilizados no experimento para o queijo Minas padrao.
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Figura 2 — Métodos de avaliagdo de rendimento do queijo Minas pad#&o Queijo Minas padréo
produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padrdo procluzideite
pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padrdo produzido leite microfét@dtura
acidificante; MA = Queijo Minas padréao produzido com leite microfiltrado e culturaagizante Letras
iguais indicam médias semelhantes a 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os tratamentos
para nenhuma das variaveis de rendimento estudadas.

N&o foi observado diferenca nas variaveis, indicando que a principio, a
microfiltracdo € uma tecnologia alternativa, na qual se evita o tratamento térmico sem,
contudo, alterar as propriedades iniciais e de rendimento do queijo Minas padréo.

Seré abordado, nos préximos tépicos, o estudo fisico-quimico do queijo Minas

padrédo e de sua fase aquosa ao longo de 75 dias de maturacgéo, a 10 °C.

5.5. Caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas padrao e de sua fase aquosa
durante o periodo de maturacao

5.5.1. Atividade de agua (Aw)

A Figura 3 apresenta a evolucdo da Ao longo do tempo de armazenamento
em funcéo dos diferentes tratamentos utilizados para o queijo Minas padréo.
Houvediferenga significativa (p<0,05) em relacdo ao valor de Aw para o tempo
de armazenamento. Pelo estudo de regressao, a variavel atividade de agua apresentou
tendéncia linear de reducdo ao longo do tempo, conforme o modelo e grafico

apresentados na Figura 3. A interacdo entre tratamento e periodo de armazemamento
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para tratamento, segundo a analise de variancia, néo apresentou diferenca

estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 3 — Acompanhamento da Awos queijos ao longo da maturacéo. P = Queijo Minas padréo
produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padréo procluzrideite
pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padrédo produzido leite microfédt@dtura
acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite microfiltrado e cultura adiante.
Modelo y= 0,98098 - 0,0002364 tempo’=R,96

A Aw de um queijo tende a baixar a medida que avanca sua maturacdo, devido a
perda de 4gua por evaporacao e a hidrélise de proteinas para peptideos e aminoacidos e
triglicerideos para glicerol e acidos graxos. A hidrélise de cada ligacdo peptidica ou
éster requer uma molécula de agua (Beresford et al., 2001). No seguinte trabalho, os
fatores determinantes para a reducdo da Aw no queijo foi a hidrélise de proteina e
triglicerideos, uma vez que os queijos foram embalados logo apds a salga evitando
assim a reducéo da Aw por evaporacao.

A Aw da fase aquosa extraida dos queijos Minas padrdo ao longo do tempo de
maturacdo pode ser observada na Figura 4. Os resultados obtidos pela analise de
variancia demostraram que houve influéncia de cada tratamento e do tempo de
maturacdo (p<0,05) na fase aquosa dos queijos em relagdo a Aw. Pelo estudo da
regressdo, nenhum dos modelos testados explica a variagdo da Aw ao longo do tempo
de maturacéo. A interacdo entre tratamento e tempo de maturacdo segundo analise de

variancia foi nao significativa (p>0,05).
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Figura 4 — Acompanhamento da Aw da fase aguosa extraida dos queijos aodBngaturacdo. P =
Queijo Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PAjo Nirgs padrédo
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas patdurido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite ritiadd e

cultura aromatizante

Assim como no queijo, houve reducdo no valor de Aw da fase aquosa, para
todos os tratamentos (Figura 4). Mas diferentemente do observado no gésVjalaa
fase aquosa dos tratamentos MA e PA apresentaram maior reducdo em relacdo aos
tratamentos M e P. Tal fato deve-se a maior protedlise, nos queijos MA e PA em
relacdo aos queijos M e P. Ou seja, hos tratamentos MA e PA, houve maior liberacédo de
eletrdlitos, compostos ionizados e outros elementos que se ligam com a agua.

A determinacédo dos valores de Aw de um queijo é importante uma vez que 0s
mesmos tém implicacdo direta nas reacBes enzimaticas e no desenvolvimento

microbiano, assim como os valores de pH e umidade (Beresford et al., 2001).

5.5.2. Umidade e Extrato Seco

Na avaliacdo durante o tempo de armazenamento, a andlise de variancia indicou
diferenga significativa (p<0,05) em relacdo ao valor de % umidade para o tempo de
armazenamento (Figura 5). Pelo estudo de regresséo, apesar da falta de ajuste ter sido
nao significativa para os modelos linear e quadratico, os parametros da regressao foram
ndo significativos e o Rfoi muito baixo indicando que os modelos testados nao

explicam a variacdo do teor de umidade em funcdo do tempo. A interagcdo entre
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tratamento e tempo de maturacéo e para tratamento, segundo a analise de variancia, nao

apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 5 — Acompanhamento do teor de umidade dos quegdsraggo da maturagdo. P = Queijo Minas
padréo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas pexthdzido com

leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padrdo produzido leite microfiltrado e
cultura acidificante; MA = Queijo Minas padréo produzido com leite microfiltrado erawdromatizante

O comportamento significativo na reducéo da % de umidade no queijo ao longo
do tempo ndo era esperado, visto que os queijos foram embalados em embalagens
plasticas termoencolhiveis a vacuo, possuindo assim, pouca permeabilidade ao vapor de
agua, ao oxigénio e ao GO

O extrato seco (ES) da fase aquosa extraida dos queijos Minas padrdo ao longo
do tempo de maturacdo pode ser observado na Figura 6. Os resultados obtidos pela
analise de variancia demostram que houve influéncia do tempo de maturad@o%p
na fase aquosa dos gueijos em relacdo ao ES. Pelo estudo de regressao, a variavel ES
apresentou tendéncia linear de aumento ao longo do tempo, conforme o modelo e
grafico apresentados na Figura 6. O tratamento e a interacdo entre tratamento e tempo
de maturagéo segundo analise de variancia ndo foram significativos (p > 0,05).
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Figura 6 — Acompanhamento do ES da fase aquosa extraida dos queijos aaldonggturacdo. P =
Queijo Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PAjo Nirgs padrdo
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas patbdurido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite riticxdd e
cultura aromatizanteModelo y = 10,35583 + 0,11343 tempd;=R0,93

O aumento na porcentagem de extrato seco esta vinculado, principalanente,
protedlise, devido a solubilizagdo de compostos nitrogenados (Thierry et al., 1998;
Salvat-Brunaud et al.,1995).

5.5.3. Potencial hidrogenidnice- (pH)

A Figura 7 mostra a evolugcéo do pH ao longo do tempo de armazenamento em
funcao dos diferentes tratamentos utilizados para o queijo Minas padrao.

Na avaliacdo durante o tempo de armazenamento, a andlise de variancia indicou
diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao valor de pH para o tempo de
armazenamento. Pelo estudo de regresséo, a variavel pH apresentou tendéncia linear de
reducdo ao longo do tempo, conforme o modelo e grafico apresentados na Figura 7.
interacdo entre tratamento e periodo e para tratamento, segundo a analise de variancia,

nao apresentou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05).
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Figura 7 — Acompanhamento do pH dos queijos ao longo da maturacdoQReijo Minas padrao
produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padréo procluzideite

pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padrdo produzido leite microfét@dtura

acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite microfiltrado e cultura adizante.

Modelo y = 5,17355- 0,00229 tempo; &= 0,87

Reduzir a escala do grafico

Observa-se que nos 30 primeiros dias de maturacéo, o valor de pH médio dos
quatro tratamentos foi reduzido de 5,19 para 5,08. A partir dos 30 dias de maturacéao,
verifica-se uma pequena reducéo de 5,08 para 5,01.

O pH dos queijos normalmente apresenta comportamento inverso ao teor de
lactose na massa que, dependendo da variedade, € consumida em, aproximadamente,
duas semanas. Em queijos com alto teor de lactose, o pH continua decrescendo durante
a maturacéao (Fox et al., 2000).

Os valores médios de pH encontrados neste experimento foram similares aos
encontrados por Paula (2010), que avaliou o efeito de dioxido de carbono e agua
carbonatada em queijo Minas padrdo. O autor encontrou um valor médio de pH de 5,14
no tempo D + 1 e 5,09 no tempo D + 30.

Londofio (1998) ao avaliar a composic¢ao fisico-quimica de sete marcas de queijo
Minas padrdo, encontrou valores médios de pH menores aos observados neste
experimento. O autor obteve valores médios de pH variando de 4,91, nos tempos 3 a 5
dias, a 4,85, nos tempos 28 a 32 dias.

O pH da fase aquosa extraida dos queijos Minas padrdao ao longo do tempo de
maturacdo pode ser observado na Figura 8. Os resultados obtidos pela andlise de
variancia demostraram que houve influéncia do tempo de maturagdo (p<0,05) na fase
aguosa dos queijos em relacéo ao pH. Pelo estudo de regresséo, apesar da falta de ajuste

ter sido ndo significativa para os modelos linear e quadratico, os parametros da
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regressdo foram n&o significativos e ®fBi muito baixo indicando que os modelos
testados nao explicam a variagdo do pH em func&o do tempo. O tratamento e a interacao
entre tratamento e tempo de maturacdo, segundo andlise de variancia, foi néo

significativa (p>0,05).
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Figura 8 — Acompanhamento do pH da fase aquosa extraida dos queijos ao longdudacédo. P =
Queijo Minas padrao produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PAje Mirgs padrédo
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas patdurido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite rfiicadd e

cultura aromatizante

Na Figura 8, verifica-se que o pH da fase aguosa pouco variou ao longo do
tempo de maturacdo. Pode-se observar que os valores de pH da fase aquosa do queijo
foram superiores ao do pH do queijo. Tal diferenca deve-se, a diluicdo de compostos de
carater acido (Salvat-Brunaud et al., 1995) e a maior precisdao dos resultados, visto que
foi utilizado na analise 0 mesmo pHmetro, cujo o eletrodo é proprio para solucdo. A
andlise efetuada no queijo foi feita inserindo o eletrodo diretamente no queijo, que pode
resultar em valores menos confiaveis em relacdo aos resultados da fase aquosa, onde o
eletrodo foi colocado diretamente em meio liquido.

A variacao de pH observada na fase aquosa esta diretamente ligada adoequilibr
entre o desenvolvimento de protedlise e producdo de compostos como amonia, a partir
da degradacédo de aminoacidos, que possuem caracter alcalino, contribuindo, portanto,
para o aumento de pH e presenca eventual da lactose residual que combinada a baixa
temperatura na maturacao possibilita que residuos da lactose permanegam por varias
semanas sendo esta degradada lentamente, por acdo de bactérias do fermento ou por

NSLAB e neste caso reducéo de pH (Furtado, 2005). Fermentacdes de outros substratos
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gue nao a lactose gera outros acidos nos queijos, por exemplo, a fermentacao do lactato
de célcio leva a formacao de acido propidnico e de acido acético, que podem reduzir o
pH (Furtado, 2005).

Dias (2011), ao avaliar o uso da tecnologia de microfiltracdo e diferentes
culturas em queijo com olhaduras, também observou, ao analisar a fase aquosa dos
queijos, um aumento de pH de aproximadamente 5,40 para 5,86 ao longo do tempo de
maturacdo. A autora observou que nos tratamentos onde foi adicionado culturas
NSLAB, o pH da fase aquosa foi maior ao longo de todo o periodo de maturacéao, o que
segundo a autora, deve-se a contribuicdo dessas culturas no desenvolvimento da
protedlise. A autora também observou esse aumento de pH nos queijos, sendo que 0s
valores de pH da fase aquosa e dos queijos encontravam-se muito proximos. Lucey et al
(2004) afirmam que os valores de pH do queijo e da fase aquosa sdo 0s mesmos, ja
Salvat-Brunaud et al. (1995) observou valores maiores no pH da fase aquosa que foi

explicado pela dissolu¢cdo dos compostos de caréater &cido.

5.5.4. indice de Extensdo de Protedlise

O indice de extenséo de protedlise (IEP) dos queijos Minas padréo ao longo do
tempo de maturacéo pode ser observado na Figura 9. Os resultados obtidos pela andlise
de variancia demonstram que houve influéncia de cada tratamento, do tempo de
maturacdo e da intera¢do entre tratamento e o tempo de maturagdo (p<0,05), em relagéo

a lEP.
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Figura 9 — Acompanhamento do IEBos queijos ao longo da maagdo P = Queijo Minas padréo
produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padréo proctuzideite
pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padrdo produzido leite microfét@dtura
acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite microfiltrado e culturaaizante
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Modelos: MA: y = 5,72468 + 0,06564 tempo + 0,0564 teThRo6= 0,98
PA:y = 4,7836- 0,31043 tempo - 0,00167 tenfpdR* = 0,99
M:y = 5,41041 + 0,18225 tempo ;>R 0,96
P:y=4,45219 + 0,29129 tempd,00178 temp R? = 0,99

Avaliando cada tratamento em funcdo do tempo de maturagao, verifica-se que
para o queijo Minas padrao produzido com leite microfiltrado com adicdo de cultura
aromatizante (MA) (Figura 9), o modelo que melhor ajustou foi o de 2° grau, sendo que
este tratamento apresentou na maioria dos tempos estudados um maior IEP, variando de
5,72 % no tempo D + 1, a 20,29 % no tempo D + 75. Em relacdo ao queijo Minas
padrdo produzido com leite pasteurizado com adicdo de cultura aromatizante (PA), o
modelo que melhose ajustou também foi o de 2° grau, sendo que o IEP para este
tratamento variou de 4,74 % em D + 1 a 18,84 % em D + 75. J4 em relacdo ao queijo
Minas padrao produzido com leite microfiltrado com adicéo de cultura acidificante (M)

o modelo que melhor ajustou foi o de 1° grau, no qual apresentou um valor em D + 1 de
IEP de 5,32 % e em D + 75, 18,35 %. O queijo Minas padrdao produzido com leite
pasteurizado com adicao de cultura acidificante (P) obteve melhor ajuste no modelo de
2° grau, apresentando uma variagéo de |IEP de?4 &8 D + 1 a 16,59 % em D + 75.

Observasg portanto, um aumento do IEP para todos os tratamentos, destacando
gue ao final da maturacéo os tratamentos que continham cultura aromatizante tiveram
valores mais elevados, indicando, assim, a atuacdo de enzimas proteoliticas da cultura
latica, que neste indice ndo é tao expressiva quanto a das enzimas do coalhceresidual
da plasmina. Estas atuam na degradacdo da matriz proteica, principalmente na fracao
as;-caseina, formando substancias nitrogenadas solUveis, sendo as principais: peptideos
de alto massa molar, peptideos de cadeia curta e aminoacidos (Upadhyay et al., 2004)

Os valores médios para IEP neste experimento foram similares aos observados
por Londofio (1998) que obteve valores médios de indices de extensédo variando de 7,92
%, nos tempos 3 a 5 dias, a 15,28 %, nos tempos 28 a 32 dias ao avaliar as

caracteristicas fisico-quimicas de sete marcas de queijo Minas Padréo.

5.5.5. indice de Profundidade de Protedlise

O indice de Profundidade de Protedlise (IPP) dos queijos Minas padr&o ao longo
do tempo de maturacdo pode ser observado na Figura 10. Os resultados obtidos pela

analise de variancia demonstram que houve influéncia de cada tratamento, do tempo de
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maturacao e da interagcdo entre tratamento e o tempo de maturagao (p<0,05), em relagdo

alPP.
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Figura 10 — Acompanhamento do FPdos queijos ao longda maturacdo. P = Queijo Minas padréo
produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padr@o procluzideite
pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padréo produzido leite microfdt@adtura
acidificante; MA = Queijo Minas padréo produzido com leite microfiltrado e culturazgizante
Modelos: MA: y = 3,87304 + 0,14581 tempR’® = 0,97

PA:y = 4,63554 + 0,12314 tempo % R0,96

M:y = 3,31451 + 0,14162 tempo;? R 0,98

P:y = 3,42399 + 0,08145 tempo? R0,96

Avaliando cada tratamento em funcao do tempo de maturacao, verificaGe que
modelo de 1 ° grau foi o que melhor se ajustou a todos os tratamentos. O queijo Minas
padrdo produzido com leite microfiltrado com adicdo de cultura aromatizante (MA)
(Figura 10), apresentou na maioria dos tempos estudados um maior IPP, variando de
3,49 % no tempo D + 1, a 14,61 % no tempo D +75. Em relacédo ao queijo Minas padrao
produzido com leite pasteurizado com adicdo de cultura aromatizante (PAP, o IP
variou de 4,20 % em D + 1 a 13,03 % em D + 75. Ja em relacdo ao queijo Minas padrao
produzido com leite microfiltrado com adi¢g&o de cultura acidificante (M) um valor em
D+ 1de IPP de 3,22 % e em D + 75, 9,81 % foi encontrado. O queijo Minas padrao
produzido com leite pasteurizado com adi¢cdo de cultura acidificante (P), apresentou
uma variacao de IEP de 3,02 % emD +1a 9,24 % em D + 75.

O IPP abrange as substancias nitrogenadas de baixo massa molar acumuladas
durante o processo de maturacao, sendo elas, peptideos de cadeia curta e aminoacidos,
formados principalmente pela acao de peptidases dos micro-organismos presentes, sobre
os peptideos formados (Choisy et al, 1997; Wolfschoon-Pombo, 1983). Esse conceito

explica a obtengcdo de um maior IPP para os tratamentos MA e PA, que corgimham
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sua composicdo as bactérias aromatizantes L. lactis subsp.ddctikctis subsp.

cremoris (50%), L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis e Leuconostoc sp. (50%). Ja

os tratamentos M e P continham na sua composicdo bactérias acidificantes, composta
por S. thermophilus (50%), L. lactis subsp. laetls lactis subsp. cremoris (50%). A
composicado do cultivo aromatizante proporcionou maior variedade e quantidades de
aminopeptidases, dipeptidases e tripeptidases que séo responsaveis pela degradacao da
matriz proteica. As bactérias laticas starters sdo a principal fonte de peptidases em
gueijo que sdo responsaveis pela hidrolise de peptideos produzidos a partir das caseinas
pela acdo da quimosina ou plasmina, liberando aminoacidos (Upadhyay et al., 2004).

Os valores médios encontrados para IPP neste experimento foram similares aos
observados por Londofio (1998) que obteve valores médios de indices de profundidade
variando de 5,92 %, nos tempos 3 a 5 dias, a 10,59 %, nos tempos 28 a 32 dias ao
avaliar o padrao fisico-quimico de sete marcas de queijo Minas padréo.

Os valores médios de IPP encontrados neste experimento para os tratamentos M
e P também foram similares aos encontrados por Paula (2010), que avaliou o uso de
diéxido de carbono e agua carbonatada em queijo Minas padrdo. O autor utilizou na
producdo do queijo Minas padrdo, cujo processo de fabricacdo foi similar ao utilizado
neste experimento, um fermento latico mesofilico composto por: L. lactis ssp.d.actis
L. lactis ssp. cremoris. Foi encontrada pelo autor uma média de IPP nos tempos 1, 30,
60 e 90 dias de 2,49 %, 5,26 %, 8,19 % e 9,63 %, respectivamente.

5.5.6. Proteina, Nitrogénio Solavel em pH 4,6 e Nitrogénio Soluvel em TCA 12 %
da fase aquosa do queijo Minas padrao

O teor de proteina (P) foi calculado multiplicando o teor de nitrogénio total pelo
fator 6,38, da fase aquosa extraida dos queijos Minas padrdo ao longo do tempo de
maturacdo pode ser observado na Figura 11. Os resultados obtidos pela andlise de
varianciademostraram que houve influéncia do tempo de maturagdo (p<0,05) na fase
aguosa dos queijos em relacdo a variavel P. Pelo estudo de regressédo, a variavel P
apresentou tendéncia linear de aumento ao longo do tempo, conforme o modelo e
gréfico apresentados na Figura 11. O tratamento e a interac&o entre tratamento e tempo

de maturagéo segundo analise de variancia nao foram significativos (p>0,05).
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Figura 11 — Acompanhamento do teor de proteina da fase aquosa extraida dos quédgogoata
maturacdo. P = Queijo Minas padréo produzido com leite pasteurizado e cultura atégdiféa= Queijo
Minas padréo produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padr
produzido leite microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo pidducom leite
microfiltrado e cultura aromatizante. Modelo y = 2,71218 + 0,12567 teRps;0,98

O aumento do teor de P na fase aquosa (Figura 11) reflete a degradacédo da
matriz protéica, com formacao de fragmentos de caseina.

O teor de nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NS pH 4,6) da fase aquosa extraida dos
gueijos Minas padrao ao longo do tempo de maturacdo pode ser observado na Figura
12. Os resultados obtidos pela anélise de variancia demostraram que houve influéncia
do tempo de maturagdo e de cada tratamento (p<0,05) na fase aquosa dos queijos em
relacdo ao parametro NS pH 4,6. Pelo estudo de regressdo, nenhum dos modelos
testados explicam a variacdo do NS pH 4,6 ao longo do tempo de maturacdo do queijo
Minas padrdo. A interacdo entre tratamento e tempo de maturacdo segundo andlise de
variancia nao foi significativa (p>0,05).
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Figura 12 — Acompanhamento do teor de NS pH 4,6 da fase aquosa extraida dos gadipngo da
maturacdo. P = Queijo Minas padréo produzido com leite pasteurizado e cultura atigiféa= Queijo
Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padr
produzido leite microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padraouzidd com leite
microfiltrado e cultura aromatizante

Observando a Figura 12 e comparando-a com a Figura 11 (acompanhamento do
teor de proteina total da fase aquosa) verifica-se que no inicio da maturacdo o teor de
NS pH 4,6 corresponde a quase 70 % do teor de proteina total da fase aquosa, e essa
relacdo chega a quase 100 % no final da maturacéo, para os tratamentos MA e PA. Ja
para os tratamentos M e P o teor de NS pH 4,6 corresponde a quase 65 % do teor de
proteina total da fase aquosa, e essa relacdo chega a quase 82 % no final da maturacao.

O teor de nitrogénio soltivel em TCA 12 % (NS TCA 12 %) da fase aquosa dos
gueijos Minas padrao ao longo do tempo de maturacdo pode ser observado na Figura
13. Os resultados obtidos pela analise de variancia demonstram gque houve influéncia de
cada tratamento, do tempo de maturagdo e da interagdo entre tratamento e o tempo de
maturacdo (p<0,05), em relagdo a NS TCA 12 % na fase aquosa. Avaliando cada
tratamento em funcdo do tempo de maturacado, verificou-se que para todos eles o

modelo que melhor ajustou foi o de 1° grau (Figuha 13
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Figura 13 — Acompanhamento do teor de NS TCA 12 % da fase aquosa extraigaefos ao longo da
maturacdo. P = Queijo Minas padrao produzido com leite pasteurizado e cultuieastaliPA = Queijo
Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padr
produzido leite microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo gidducom leite
microfiltrado e cultura aromatizante
Modelos: MA: y = 0,99687 + 0,10600 tempo? :R0,99

PA:y = 1,04036 + 0,10991 tempo? R0,97

M: y = 0,87201 + 0,07887 tempo;* R0,97

P: y= 0,82588 + 0,06626 tempo? 0,99

Observando os resultados de NS TCA 12 % e comparando-0os com os resultados
de proteina total da fase aquosa (Figura 11) verifica-se que no inicio da maturacao o
teor de NS TCA 12 % corresponde a aproximadamente 37 % do teor de proteina total da
fase aquosa, e essa relacdo chega a aproximadamente 78 % no final da maturacao, para
os tratamentos MA e PA. Ja para os tratamentos M e P o teor de NS TCA 12 %
corresponde a aproximadamente 31 % do teor de proteina total da fase aquosa, e essa
relacdo chega a aproximadamente 48 % no final da maturacéo.

Analisando os resultados de P, NS pH 4,6 e NS TCA 12 %, conclui-se que a
maior parte da protedlise leva a formacéo de NS TCA 12 %, para os tratamentos MA e
PA, j& para os tratamentos M e P a protedlise é conduzida de forma a obter tanto NS pH
4,6 quanto NS TCA 12 %. Tal fato é explicado pela presenca da cultura aromatica nos
tratamentos MA e PA contribuindo, portanto, para a formacdo de peptideos e
aminoacidos em maior quantidade quando comparado aos tratamentos M e P, no qual
utilizou-se apenas cultura starter acidificante.

Salvat-Brunaud et al., (1995) ao avaliar a fase aquosa de queijo Emmental em
quatro estagios de maturacdo (A: saida da salmoura, B: entrada na camara quente, C:

saida da camara quente e D: entrando para a comercializacdo), observou que 0s

49



compostos nitrogenados das fases A e B consistiam quase 100 % em NS pH 4,6 e quase
50 % em NS TCA 12 %. Os autores observaram que a relacdo NS TCA 12 % / P
aumentou de 51 % no primeiro estagio de maturacdo para 74 % no quarto estagio de
maturacao, concluindo, portanto, que a maior parte da protedlise do queijo Emmental
analisado leva a formacao de compostos soluveis em TCA 12 %. Ao analisar o teor de
aminoacidos foi observado que parte do produto da protedlise sdo aminoacidos livres,
variando de 26 % no primeiro estagio para 56 % no quarto estagio.

Em muitas variedades de queijo, a hidrélise inicial de caseinas € causada pelo
coagulante e em menor grau pela plasmina resultando na formacao de peptideos de alta
massa molar (insollveis em agua) e de média massa molar (sollUveis em agua), que séo
subsequentemente degradados por enzimas do coalho e enzimas de bactérias laticas
starter e secundasa

A proteinase extracelular associada ao envelope celular de Lactococcus contribui
para a formacao de pequenos peptideos em queijo, provavelmente pela hidrélise dos
peptideos de maior massa mopaoduzidos pela agdo da enzima do coalho na og-
caseina e da plasmina na B-caseina, enquanto que as peptidases intracelulares séo
liberadas apds a lise das células microbianas e sdo responsaveis pela degradacdo dos
peptideos de menor mossa molar e producdo de aminoécidos livres (McSweeney et al.
2001.

5.5.7. Determinacéo do perfil proteico das fracdas p-caseina dos queijos

A concentracao de beta-caseina dos queijos Minas padréo ao longo do tempo de
maturacdo pode ser observada na Figura 14. Os resultados obtidos pela andlise de
variancia demonstram que houve influéncia significativa de cada tratamento (p<0,05).

Ja em relacdo ao tempo de maturacdo e a interacao tempo de maturagdo e tratamento
nao houve influéncia significativa (p>0,05).
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Figura 14 — Acompanhamento da concentracdo de beta-caseina dos queijos adalangturacdo. P =
Queijo Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PAjo Nirgls padréo
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas pgaddaido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite rfiicadd e
cultura aromatizante

Observa-se que os tratamentos PAeapresentaram maior concentragdo de -
caseina em relacdo aos tratamentos M e MA. Tal fato pode ser atribuido a maior
retengdo da PB-caseina na micela de caseina devido a pasteurizacdo doAleite.
refrigeracdo e pasteurizacdo do leite provoca alteracdo na composi¢do bioquimica das
micelas de caseina. Em temperaturas baixas (inferiores a 10 °C), observa-se
significativa solubilizacdo d#-caseina (Dalgleish e Law, 1988), sendo esse, um
processo reversivel. Durante o tratamento térmico ha um retorno da p-caseina para a
micela, o que explica um aumento no teor dessa fragdo nos tratamentos feito com leite
pasteurizado.

A hidroélise da B-caseina esta diretamente relacionada com a atuacéo da plasmina
e pouco relacionada com as enzimas da cultura latica e do c@aMahfny et al.,

2005), o que explica a ndo degradacdo dessa ao longo do periodo de maturacao do
gueijo Minas padrao.

O’Mahony et al. (2005), ao estudam a evolucdo da protedlise em queijo
Cheddar produzido com diferentes concentragdes de inibidores de quimosina, ao longo
de 180 dias de maturagdo, observaram que a concentra¢do de f-caseina nao foi alterada
pela adigéo do inibidor da quimosina, indicanrgie a hidrolise da B-caseina ndo esta
relacionada com a enzima quimosina. Ao avaliar os produtos dedalgg da p-

caseina, foram identificados conpeincipais produtos y1, y2 € ys-caseina, que Sa0 0s
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peptideos liberados da B-caseina pela plasmina. Também foi observado neste trabalho
que apos 75 dias de maturagdo 85 % da B-caseina encontrava-se intacta.

Beuvier et al., (1997) ao avaliar o uso de leite cru, microfiltrado ( membrana 1,4
um, unidade Alfa-Laval), padronizado com creme pasteurizado (72 °C, 30 segundos),
leite pasteurizado (72 °C, 30 segundos) ou pasteurizado misturado ao retentado de
microfiltracdo, na fabricagdo de queijos tipo Suico, com 0 objetivo de estudar a
influéncia das bactérias nativas do leite e da pasteurizagdo na qualidade desse queijo
observaram que no final da maturacéo, o queijo com leite cru continha quantidades mais
elevadas de B-caseina em relacdo ao demais queignguanto que a y-caseina foi
encontrada em concentracdes mais elevadas em queijos de leite aquecido, refletindo
maior atividade da plasmina nesses queijos. A atividade da plasmina no queijo feito
com leite microfiltrado foi igual ao do queijo feito com leite cru. Segundo McSeeney et
al. (2001) a atividade da plasmina € maior em variedades de queijos que passaram pela
etapa de “cozimento” devido nesta etapa, os inibidores de ativadores de plasminogénio
serem inativados, resultando no aumento da conversdo do plasminogénio precursor da
plasmina que, por sua vez, tem maior a¢do sobre a -caseina.

As proteases naturais do leite, como a plasmina atuam melhor no intervalo de
pH entre 6,5 e 8,0 e participam ativamente no processo de maturacédo de queijos, sendo
a p-caseina a proteina mais sensivel a essas enzimas. Sao responsaveis pela textura do
gueijo, quebrando as ligacBes peptidicas e liberando aminoacidos (Pinheiro; Mosquim,
1991).

A concentracdo de alfa-caseina dos queijos Minas padrao ao longo do tempo de
maturacdo pode ser observada na Figura 15. Os resultados obtidos pela andlise de
variancia demonstram que houve influéncia significativa do tempo de maturacéo
(p<0,05). Ja em relagdo ao tratamento e a interacdo tempo de maturacéo e tratamento

nao houve influéncia significativa (p>0,05).
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Figura 15— Acompanhamento da concentracdo de alfa-caseina dos queijos addaongturacdo. P =
Queijo Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PAjo Nirgls padréo
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas paddiazido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite rfiicadd e
cultura aromatizante. Modelo: y = 37.49018,48990 tempo + 0,00332 tenfp&® = 0,94

Observa-se uma reducdo significativéa concentragdo de a-caseina,
principalmente nos primeiros 30 dias de maturacdo (Figura 15). A nao diferenca
observada na concentra¢do da a-caseina entre os tratamentos deve-se ao uso da mesma
tecnologia de processamento, usando o mesmo leite de partida e principalmente, a
mesma enzima coagulante. Apesar de ter usado diferentes culturas laticas, essas nao tem
significativa atuacdo na degradacda o-caseina, a hidrolise daestpossui alta
correlagdo com a atuacdo das enzimas do c¢@fiMdahony et al., 2005).

Segundo Mahony et al. (2005), @ um trabalho com queijo Cheddar no qual
utilizaram algumas doses de inibidores da quimosina ap6s a coagulacédo, observou-
que a conagragdo de a-caseina reduziu proporcionalmente a concentracdo do inibidor
da quimosina, ou seja, no queijo controle no qual ndo foi usado o inibidor da quimosina,
foi observado que ao final da maturacdo hayienas 12 % de a-caseina. JAm
tratamento contendo maior concentracdo de inibidor de quimosina, foi observado que
restaram no final dos 180 dias de maturacao 91 %adseina intacta, sendo que os 9
% de hidrolise foi devido a atividade enzimatica da cultara starter, NSLAB ou plasmina.
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5.6. Evolucao de célcio no queijo e na fase aquosa ao longo do periodo de
maturacao

O teor de calcio dos queijos Minas padréo pode ser observado na Tabela 4.

Tabela 4- Valores médios do teor de célcio (g/100g) do queijo Minas padrao

MA PA M P

g/100 g de Ca no queijo 0,97 a 0,95 a 0,97 a l1la

P = Queijo Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA & Kingis
padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padiddp
leite microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido comnedefiltrado e

cultura aromatizante

N&do houve diferenca significativa (p>0,05) no teor de calcio entre os
tratamentos. Os valores encontrados para o teor de calcio total estdo maiores em relacéo
ao que Paula (2010) encontrou no seu trabalho, 0,57 % de Ca, ao avaliar o tratamento
controle com os adicionados de dioxido de carbono e &gua carbonatada em queijo
Minas padrdo. Isto esté intimamente ligado aos valores de pH que no presente trabalho
apresentou-se maior. Ocorre maior desmineralizacdo do queijo quanto menor for o pH
do mesmo, portanto maior quantidade de calcio pode migrar para o soro do queijo
durante o processo de fabricagao (Furtado & Lourencgo Neto, 1994).

Observa-se na Figura 16, o teor de Ca da fase aquosa extraida dos queijos Minas
padrdo ao longo do tempo de maturagéo. Os resultados obtidos pela analise de variancia
demostraram que houve influéncia do tempo de maturacdo e da interacdo tempo de
maturacdo e tratamentp<0,05) na fase aquosa dos queijos em relacdo a % Ca. Ao
realizar o desdobramento de cada tratamento em relacdo ao tempo de maturacéo,
observou-se que para apenas o tratamento PA o tempo foi significativo e pelo estudo de
regressdo, a variavel % Ca para o tratamento PA apresentou tendéncia linear de
aumento ao longo do tempo, conforme o modelo e grafico apresentados na Figura 18
Os tratamentos segundo andlise de variancia ndo foram significativos (p>0,05).
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Figura 16 — Acompanhamento da % de Ca da fase aquosa extraida dos queijoataloaguracdo. P
= Queijo Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PAif ®linas
padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padididp
leite microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrao produzido comngiiefiltrado e
cultura aromatizante. Modelo: PA: y = 0,49314 + 0,01402°t= 8,98

Observa-se que para o tratamento PA (Figura 16) houve um aumento
significativo no teor de calcio da fase aquosa, principalmente nos primeiros 30 dias de
maturacao, onde, o teor de Ca aumentou de 0,49 % para 0,67 %.

O aumento significativo do teor de Ca na fase aquosa do tratamento PA pode ser
atribuido a fermentacao tardia da lactose pelas bactérias starter e, consequentemente,
acidificacdo do meio, o que conduziu a solubilizacdo do Ca associado a rede de caseina
para a fase aquosa (Boutrou et al., 1999, Lucey et al. 2004). A reducdo do pH no
tratamento PA nos 30 primeiros dias de maturacdo, mesmo nao apresentando diferenca
significativa em relagdo aos demais tratamentos, foi a maior observada (5,22 para 5,04),
isso pode explicar uma maior solubilizagcdo do célcio no tratamento PA em relagdo aos
demais tratamentos.

Observa-se que para os demais tratamentos, P, M e MA, a evolucao do teor de
calcio na fase aquosa do queijo ao longo do tempo de maturagéo foi similar a evolugéo
de pH da fase aquosa, ou seja, houve pouca modificacéo.

Quanto a porcentagem de célcio presente na fase aquosa do queijo, observa-se
gue aproximadamente 66 % do calcio presente no queijo encontram-se nesta fase
Trabalhos semelhantes ainda ndo foram relatados a literatura com o queijo Minas
padrdo, mas diversos outros queijos ja foram estudados em relagcéo a particdo de calcio.

Boutrou et al. (1999) avaliou o teor de calcio na fase aquosa de queijo

Camembert e observou aumento na concentracdo de Ca na fase aquosa nos 4 primeiros
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dias de maturacao, juntamente com a reducéo de pH, mas posteriormente o teor de Ca
na fase aquosa diminuiu, isso foi seguido do aumento do pH na camada externa do
queijo Camembert o que possivelmente levou a precipitacdo de varios sais de Ca,
levando a reducédo de Ca sollvel no centro do queijo.

Morris et al (1988) estudou a fase aquosa de um queijo Cheddar com um més de
maturacéo e relatou que 43 % do célcio estava presente na fase aquosa do queijo. Lucey
e Fox (1993) relataram que aproximadamente 28 % de Ca estava presente na fase
aquosa de queijo cheddar. Guinee et al. (2000%) analisaram uma série de amostras de
gueijo Cheddar comerciais e relataram que a propor¢cao de calcio solavel variou de 26 a
44 %. Thierry et al. (1998) relataram que a proporcdo de calcio sollivel no queijo
Emmental, aproximadamente 30 %, praticamente ndo mudou durante o tempo de
maturacdo. Guinee et al. (2000) analisaram queijos mussarela comerciais com idade e
condicOes de producéo distintos e relatou que a proporcéo de calcio soluvel variou de 17
a 25 %. E possivel que mudancas na proporc¢éo de célcio solivel durante a maturagéo
seja devido a diferentes condi¢des de fabricacdo e maturacdo (Lucey et al,. 2004).

Tal elevacdo na proporcéo do célcio encontrado na fase aquosa frente ao calcio
total pode ser explicada pela elevada acidez do queijo Minas padréo o que favorece a
migracao do calcio retido na massa ligado as proteinas para a fase aquosa.

Lucey et al. (2004) ao estudar a evolu¢do de Ca soluvel e insoluvel em fase
aguosa e no queijo Cheddar, respectivamente, ao longo de 12 semanas de maturacéao,
observaram que o conteudo de célcio insolivel diminui de 69,72 % para 57,87 %,
indicando que durante a maturacdo do queijo ha conversao de Ca insoluvel para Ca
solavel. Os autores relatam um aumento de 24% para 42 % de célcio soltvel durante o
periodo de maturacdo do queijo Cheddar e um aumento de pH durante a maturacao de
5,06 para 5,14 que foi justificado pela solubilizacdo de fosfato de calcio coloidal.

Segundo Lucey et al. (2004) alteracbes na quantidade de calcio insoluvel
ocorrem concomitantemente com varios eventos bioquimicos, como protedlise, e ambos
provavelmente contribuem para mudancas de textura do queijo durante a maturacdo. O
resultado liquido da reducéo do teor de célcio insolluvel deve ser um enfraquecimento da
estrutura do queijo, se todos os outros fatores mantém-se inalterados (Lucey et al.
2004).
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5.7. Perfil de Textura do queijo ao longo do periodo de maturacao

A analise de variancia indicou diferenca ndo significativa (p>0,05) para os
tratamentos em relacdo a todas as varidveis estudadas: dureza, fraturabilidade,
mastigabilidade, coesividade, gomosidade e elasticidade. Em relacdo ao tempo de
maturacdo todas as variaveis apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05). A interagdo entre tratamento e tempo de maturacdo, segundo a analise de
variancia, apresentou diferenca significativa (p<0,05) para as varidveis dureza,
fraturabilidade, mastigabilidade e gomosidade, jA para as variaveis coesividade e
elasticidade, a interacdo tratamento e periodo de maturacdo foi néo significativa
(p>0,05).

Na Figura 17 é apresentado o perfil de dureza, fraturabilidade, mastigabilidade e
gomosidade dos queijos ao longo do tempo de maturacdo. Como tais parametros
apresentaram o mesmo comportamento ao longo do periodo de maturacéo eles foram

agrupados em uma mesma figura.
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Figura 17 — Acompanhamento do perfil dureza (a), fraturabilidade (b), masidgid (c) e gomosidade (d) dos
gueijos ao longo da maturagéo. P = Queijo Minas padrdo produzido com leiteipadtes cultura acidificante; PA
= Queijo Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Min&s p
produzido leite microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padradyzmido com leite microfiltrado e
cultura aromatizante.

Ao realizar o desdobramento de cada tratamento em relacdo ao tempo de
maturacdo, para cada parametro (dureza, fraturabilidade, mastigabilidade e
gomosidade), observou-se que para todos os tratamentos o tempo foi significativo. Foi
ajustado, pelo estudo da regressao, diferentes modelos, que explicam, para cada
tratamento, a variagdo do perfil de dureza, fraturabilidade, mastigabilidade e
gomosidade dos queijos ao longo do tempo de maturagéo (Figura 17).

A dureza é a forca necessaria para a deformacao do alimento; a fraturabilidade é

a tendéncia dos queijos romper; a gomosidade € a energia necessaria para desintegrar
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um alimento semi-sélido, ou seja, tornar um pedaco de queijo, para um estado pronto
para engolir; jA a mastigabilidade é o esfor¢o necessario para que o alimento solido
esteja pronto para ser deglutido e resulta do produto entre gomosidade e elasticidade
(Fox et al., 2002).

Observa-se que os quatro perfis de textura analisados até o momento, (dureza,
fraturabilidade, mastigabilidade e gomosidade) os quatro tratamentos tiveram
comportamento similar ao longo do tempo de maturd@aa os tratamentos P e M foi
necessario maior forca para deformar, fraturar ou desintegrar as amostras. Esse
resultado pode ser atribuido aos niveis de protedlise dos tratamentos. Os tratamentos P e
M tiveram menor grau extensdo e profundidade de maturacdo durante toda a maturacao,
refletindo no perfil de textura dos mesmos, principalmente no inicio da maturagdo. O
grau de protedlise primaria influencia as propriedades reolégicas de queijos (Creamer e
Olson, 1982; Fox et al, 2000; Watkinson et al, 2002; Guinee, 2003; O’Mahony et al,

2005).
Na Figura 18 é apresentado o perfil de coesividade ao longo do tempo de

maturacao dos queijos Minas padréo.
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Figura 18 — Acompanhamento do perfile coesividade dos queijos ao longo da maturaB&e.Queijo

Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padrao
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padidiazido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite rfiiadd e
cultura aromatizante

Os resultados obtidos pela analise de variancia demostraram que houve
influéncia do tempo de maturagdo (p<0,05) dos queijos em relagcdo ao perfil de

coesividade. Pelo estudo da regresséo, apesar da falta de ajuste ter sido néo significativa
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para os modelos linear e quadratico, os parametros da regressdo foram né&o
significativos e o Rfoi muito baixo indicando que os modelos testados ndo explicam a
variacao do perfil de coesividade em funcao do tempo (Figura 18).

O perfil de coesividade mostra o quanto o material pode ser distendido antes de
romper irreversivelmente. E a forca dos lacos internos que compdem o corpo de produto
(Fox et al., 2000). A reducdo na coesidade dos queijos ao longo da maturacdo esta
diretamente relacionado com a protedlise dos mesmos. O hidrélise da matriz protéica
influencia nas caracteristicas reolégicas do queijo (Fox et al., 2000) e pode ter
contribuido para a reducédo da coesividade dos mesmos.

Na Figura 19 é apresentado o perfil de elasticidade dos queijos Minas padrao ao
longo do tempo de maturacéo.
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Figura 19 — Acompanhamento do perfil de elasticidafts queijos ao longo da maturacdo. P = Queijo
Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padrado
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas paddirido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite rfiiadd e
cultura aromatizante

Os resultados obtidos pela analise de variancia demostraram que houve
influéncia do tempo de maturagdo (p<0,05) dos queijos em relacdo ao perfil de
elasticidade. Pelo estudo da regresséo, apesar da falta de ajuste ter sido néo significativa
para os modelos linear e quadratico, os parametros da regressdo foram né&o
significativos e o Rfoi muito baixo indicando que os modelos testados ndo explicam a

variacéo do perfil de elasticidade em funcao do tempo (Figura 19).
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A elasticidade € a velocidade com que o material deformado volta a sua
condicdo original, apds ser retirada a forca deformante. Observa-se que houve uma
reducdo da elasticidade dos queijos ao longo do tempo de maturacdo. Resultados
semelhantes foram encontrados por O’Mahony et al. (2005) para queijo Cheddar. O
enfraquecimento da matriz protéica devido a protedlise influenciam nas caracteristicas
reolégicas do queijo (Fox et al., 2000) e podem ter contribuido para a perda de
elasticidade dos queijos Minas padrao.

Muitos sdo os fatores que influenciam as propriedades de textura de um
alimento, dentre eles, composicao e alteracdes bioquimicas durante a maturacdo que
influencia no grau de hidratagdo e hidrolise da matriz proteica, que € o elemento
estrutural importante que controla a deformacdo sobre a aplicacdo de uma tensao
(Guinee et al. 2004).

As propriedades fisicas do queijo (textura, derretimento e cor) séo influenciadas
pela composicgéo inicial do leite, processo de fabricacdo e as condigcbes de maturacao.
Dois dos fatores mais importantes que influenciam estas propriedades séo a condicao
das micelas de caseina no queijo (por exemplo, interacao entre as micelas de caseina e a
guantidade de Ca associada com estas micelas) e a extensao de protedlise (Lucey et al.,
2004).

Lucey e Fox (1993) propuseram que a concentracao total de Ca em queijo ndo é
o melhor indicador da textura do queijo. Eles sugeriram que é a quantidade de Ca ainda
dentro da caseina do queijo, que é o Ca insolavel que é o responsavel por modular a
textura do queijo. Logicamente esse deslocamento do equilibrio mineral ndo € o unico
responsavel pela mudanca de textura, este também depende dos efeitos conhecidos de
protedlise (Lucey et al., 2004).

No presente trabalho, a modificacdo do perfil de textura do queijo Minas padréo
ao longo do tempo de maturacéo, foi correlacionado diretamente com a protedlise, uma
vez que, ndo houve alteracdo na porcentagem de solubilizacdo de célcio ao longo do

tempo de maturacdo e nem perda de umidade por evaporacao.

5.8. Avaliacdo microbioldgica do leite e do queijo Minas padrao

5.8.1. Qualidade microbioldgica das amostras de leite cru, tratadas termicamente e
microfiltradas

by

Os dados referentes a enumeracdo de mesofilos aerébios e anaerdbios

facultativos, coliformes, E. coli e psicrotroficos, realizada no leite pasteurizado
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destinado a fabricacdo de queijo Minas padrédo com cultura acidificante ou aromatizante
(LP ou LPA), leite microfiltrado destinado a fabricacdo de queijo Minas padrdo com
cultura acificante ou aromatizante (LM ou LMA) e leite cru integral (LCIl) séao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados referentes aos parametros microbiolégicos avaliados nas
amostras de leite destinadas a fabricacdo do queijo Minas padrédo, expressos em
UFC-mL*

Variaveis Estudadas

Tratamentos
Contagem de Coliformes 30 °C E. coli Psicrotroficos
mesofilos aerdbios
e anaerodbios
LP 2,8x10° <1,0 <1,0 <1,0
LPA 1,6 x 10° <1,0 <1,0 <1,0
LM 3,6 x 10! <1,0 <1,0 <1,0
LMA 7,0x 10" <1,0 <1,0 <1,0
LCI 3,3x10° 9,0 x 10° 4,7 x 10 7,3x10°

LP = Leite pasteurizado destinado a fabricacdo de queijo Minas padrdo com cuttificaats; LPA =
Leite pasteurizado destinado a fabricacdo de queijo Minas padrdo com cultura artenatMan Leite
microfiltrado destinado a fabricacdo de queijo Minas padrdo com cultura acidifitdhée;= Leite
microfiltrado destinado a fabricagéo de queijo Minas padrdo com cultura arontegtiz@h = Leite cru
integral

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru
Refrigerado, 0 mesmo deve ter uma contagem maxima de mesofilos aerébios de 3,0 x
10° UFC-mL na regigio sudeste do pais, valor vigente a partir de primeiro de julho de
2014, desativando o valor anterior de 6,0 X LIFC-mL. A contagem de micro-
organismos mesofilos aerdbios para leite cru integral, encontrada neste trabalho, (Tabela
5) foi de 3,3 x 1@ UFC- mL superior ao valor aceitavel pela legislacdo atual, refletindo
falhas de higiene na obtencdo e manipulacdo no transporte e a necessidade de
ferramentas de qualidade para controlar a contaminagdo existente, responsavel pela
baixa qualidade microbioldgica atual.

Apesar da alta contagem inicial de mesdfilos aerdbios, tanto os tratamentos
térmicos como a microfiltracdo usando membrana de 1,4 um de tamanho médio do
poro, reduziram O numero desses micro-organismos. Porém, a tecnologia de
microfiltracdo mostrou-se mais eficiente reduzindo 3,82 ciclos logaritmicos, enquanto a
pasteurizacdo reduziu 2,19 ciclos logaritmicos em relacdo a contagem iBicial.
necessario observar que os leites microfiltrados e pasteurizados foram coletados dentro

do tanque de fabricacdo de queijo ja padronizados, logo a manipulacdo desse leite,
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como transporte do leite microfiltrado em latdes para o tanque de fabricacdo, pode ter
contribuido para aumentar a contagem microbiona.

Uma reducéo logaritmica de 6,5 e 5,4 de mesofilos aerdbicos e coliformes totais,
respectivamente, foi obtidan leite microfiltrado em membrana ceramica com tamanho
médio de poro de 1,4m (Dias, 2011). Awad et al. (2010) observou que a contagem
bacteriana foi reduzida de 150.000 UFC/mL no leite desnatado para 250 UFC/mL e 1
UFC/mL no leite pasteurizado e microfiltrado, respectivamente, utilizando também
membrana ceramica com tamanho médio de poro den.,4

Segundo Carvalho e Maubois (2010), a microfiltracdo de leite utilizando
membrana de 0,8 um e 1,4 um pode ser usada para remoc¢do de micro-organismo do
leite, sendo uma alternativa interessante ao tratamento térmico, que embora garanta
também a seguranca dos produtos lacteos, pode promover alteracdes irreversiveis em

alguns componentes dos produtos (proteinas e lactose) e afetar a qualidade sensorial.

5.8.2. Qualidade Microbiolégica dos Queijos

Os dados referentes a enumeracdo de mesoéfilos aerébios e anaerdbios
facultativos, coliformes, E. coli, Salmonella sp., Listeria monocytogenes, e
Staphylococcus aureus realizada nos queijos queijo Minas padrao produzido com leite
pasteurizado (P ou PA) e queijo Minas padrao produzido com microfiltrado fiAQu

sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados referentes aos parametros microbioldgicos avaliados nas
amostras de queijo Minas padr&o, expressos em UFC-g

Variaveis
Tratamentos Estudadas
Contagem de Coliformes E.coli Salmonella Listeria S.
mesofilos 30°C sp. monocytogenes aureus
aerobios e
anaerdbios
P 2,9x10° 3,0x10° <10 <10 <10 <10
PA 1,2 x 10° <10 <10 <10 <10 <10
M 4,9 x 10° 7,2x10" <10 <10 <10 <10
MA 2,9x10° 1,5x10° <10 <10 <10 <10

P = Queijo Minas padréo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA & KQungig
padréo produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padidizidp
leite microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido comniedt@filtrado e

cultura aromatizante
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Observa-se que a enumeracdo de mesofilos aerébios ndo apresentou muita
diferenca entre os tratamentos.

Em relacdo & enumeracgdo de coliformes foi observado valores expressivos nos
tratamentos P e MA, demonstrando condi¢cdes higiénico-sanitarias insatisfatoria
durante a fabricacdo do queijo. Tal fato deve-se, principalmente, a fabricacdo do queijo
ter sido em tanque aberto em uma sala com grande movimentacdo de pessoas. Os
resultados para E. coli, S. aureus, Salmonella sp. e Listeria monocytogenes encontram-

se dentro dos padrdes microbiolégicos estabelecidos pela legislacéo Brasil, 1996).

5.9. Andlise Sensorial

Os queijos Minas padrao foram avaliados sensorialmente utilizando o teste de
aceitacdo ap0s 30 e 60 dias de maturacdo. Nas Figuras 20 e 21 sdo apresentados 0s
resultados, da analise sensorial feita nos queijos com 30 e 60 dias de maturacao,

respectivamente.
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Figura 20— Teste sensorial de aceitacdo dos queijos Minas padrdo com 30 dias de ma&uraQaeijo
Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padrdo
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas paddazido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite riticxdd e
cultura aromatizantd.etras iguais indicam médias semelhantes a 5 % de probabilidade pelo teste Tukey
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Figura 21- Teste sensorial de aceitacdo dos queijos Minas padrdo com 60 dias de maPuraQiijo
Minas padrdo produzido com leite pasteurizado e cultura acidificante; PA = Queijo Minas padrado
produzido com leite pasteurizado e cultura aromatizante; M = Queijo Minas padduzido leite
microfiltrado e cultura acidificante; MA = Queijo Minas padrdo produzido com leite rifixdd e
cultura aromatizantd.etras iguais indicam médias semelhantes a 5 % de probabilidade pelo teste Tukey

N&o houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os tratamentos
para nenhuma dos atributos avaliados, nos testes conduzidos com os queijos apos 30 e
60 dias de maturacgdao.

Observa-se que os resultados para o atributo textura ficou entre gostei
moderadamente e gostei muito, sendo muito similar para ambos os tempos de
maturacdo. Da mesma forma, os atributos sabor, aroma e impresséao global tiveram nota
média similar entre tratamentos e tempos de maturacdo ficando entre gostei
ligeiramente e gostei moderadamente.

Dias (2011) ao avaliar a aceitacdo sensorial de queijos com olhaduras
produzidos com leite microfiltrado e diferentes mix de cultura com 60 dias de
maturacdo, ndo observou diferenca significativa no atributo impressao global, em
relacdo ao atributo sabor o queijo produzido com leite microfiltrado sem adicdo de
cultura NSLAB obteve menor nota, que foi atribuida a falta de NSLAB.

A formacgédo do flavour (sabor e aroma) ocorre essencialmente durante a
maturacdo do queijo. E um processo complexo, onde os varios compostos envolvidos na
formacdo do aroma dos queijos sdo derivados de trés principais vias metabolicas:
catabolismo da lactose, catabolismo de lipideos e catabolismo de proteinas (Yvon e

Rijnen, 2001). Os ativadores dessas vias sao as enzimas endogenas do leite, as enzimas
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coagulantes e principalmente as enzimas do fermento latico e de outros micro-
organismos envolvidos na maturacéo dos queijos (Marchisio et al., 1999).

O sabor e aroma de um queijo maturado € o resultado de um equilibrio sutil e
fragil entre todos os numerosos compostos que eles contém (Marchisio et al., 1999). Na
verdade, o fermento latico, 0 método de fabricacdo do queijo e a flora secundaria irdo
determinar a variedade de um queijo (McSweeney et al., 1997a). Os compostos nao-
volateis do flavour como o &cido latico, NaCl, amino&cidos, peptideos e acidos graxos
de cadeia longa sao os responsaveis pelo sabor do queijo. JA os compostos volateis que
promovem a composi¢cdo do aroma em queijos, incluem os compostos sulfury&s [ H
CS, COS, CHSH, HC-S-CH; (dimetil sulfido), HC-S-SCHs (dimetil disulfido,
DMDS)], os acidos graxos e seus produtos de degradacdo (lactonas, metil cetonas e
alcoois) (Mc Seewney & Fox, 1997b).
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6. CONCLUSAO

A tecnologia de microfiltragdo mostrou-se como uma alternativa, no qual se
evita o tratamento térmico sem, contudo, alterar as propriedades iniciais e de
rendimento do queijo Minas padrdo. Ao longo da maturacdo, o uso da tecnologia de
microfiltracdo ndo foi responsével pelas diferencas observadas nos parametros de Aw,
pH, extrato seco, indice de extensado e profundidade de maturacdo, teor de calcio, perfil
de textura e aceitacdo sensorial, avaliados ao longo da maturacéao do queijo, indicando, a
viabilidade dessa tecnologia.

A tecnologia de microfiltracdo também mostrou-se eficiente na reducdo da
contagem microbioldgica do leite, reduzindo a niveis satisfatérios a contagem de
deterioradores e patdgenos. Isso viabiliza o uso da tecnologia, como uma melhor
alternativa a pasteurizacdo, uma vez que essa reduz a niveis aceitaveis a contagem
microbiolégica, mas nado elimina, principalmente, esporos de bactérias e termoduricos,
gue podem ao longo da maturacédo do queijo causar problemas de estufamento tardio e
reducéo da vida de prateleira.

O uso de diferentes bactérias laticas na producdo do queijo propicia o melhor
desenvolvimento das caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos mesmos. No
presente trabalho, foi observada maior protedlise nos queijos Minas padréo adicionados
de cultura aromética, o que no inicio da maturacdo, levou a uma menor dureza,
fraturabilidade, gomosidade e mastigabilidade dos queijos. Isso pode ser melhor
avaliado e inserido em um mercado que deseja comercializar os gqueijos com menor
tempo de maturacdo, o que reflete positivamente no aumento da produtividade da
fabrica.

A nao diferenca observada nas caracteristicas sensoriais dos queijos Minas
padrdo adicionado de cultura aromatica em relacdo ao ndo adicionado, pode ser melhor
trabalhado com o aumento na quantidade e proporcao das culturas adicionadas, visando

melhorar as caracteristicas sensoriais dos queijos Minas padrao.
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