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RESUMO

PAULA, Junio Cesar Jacinto de, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2010. Efeito do uso de dioxido de carbono (CO,) na
fabricagdo de queijos Minas Frescal e Minas Padrdo. Orientador:
Antonio Fernandes de Carvalho. Co-orientadores: Paulo Henrique Fonseca
da Silva e Luis Antdnio Minim.

A pré-acidificacao do leite com CO, para a fabricagdo de queijos pode
trazer beneficios tecnologicos e econdmicos. Ao contrdrio de outros &acidos,
grande parte do acido carbonico formado pela solubilizacao do CO, ¢ perdida
durante o processo de fabricacdo e pode ser removida facilmente do soro. O
objetivo principal deste trabalho foi avaliar, em escala industrial, os efeitos
tecnoldgicos da utilizacao de didxido de carbono dissolvido no leite pasteurizado
para a fabricagdo dos queijos Minas Frescal e Minas Padrdo. O experimento
consistiu em avaliar dois métodos de incorporacao de CO, no leite pasteurizado
para a fabricagdo dos queijos: injecdo de CO,, sob pressdo, no leite a 32 °C até
pH 6,30 e adicao de 5 % de 4gua carbonatada ao leite no tanque de fabricacao,
além do tratamento controle (sem CO,). Esse procedimento foi realizado em trés
repetigoes. Os tempos de fabricagdo, a composicao fisico-quimica, o rendimento,
a evolucdo dos indices de maturagdo, a aceitabilidade e preferéncia sensorial e a
microestrutura foram determinados para ambos os queijos. Procedeu-se, ainda, a

determinacdes da capacidade de acidificagdo do fermento latico utilizado na
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fabrica¢do do queijo Minas Padrao e foram analisadas as propriedades mecanicas
e reologicas do queijo Minas Frescal. Foi observado que os queijos Minas
produzidos com leite pré-acidificado com inje¢do de CO, apresentaram redugoes
significativas nos tempos de coagulacdo e no tempo total de fabricagdo para
ambos os queijos. O tratamento com inje¢do de CO, no leite reduziu o pH (5,95)
e o teor de umidade (60,18 %, m/v) do queijo Minas Frescal ao longo do tempo
de armazenamento, devido ao seu maior dessoramento. A menor porcentagem de
perda de proteina encontrada no soro de ambos os queijos tratados com injecao
de CO, nao influenciou significativamente os demais indices de rendimento. Tal
fato pode ser atribuido ao maior dessoramento provocado pela microestrutura
mais compacta € mais porosa observada em ambos os queijos tratados com
inje¢do de CO,. Em razdo do maior dessoramento e da microestrutura mais
compacta, o queijo Minas Frescal tratado com inje¢do de CO, apresentou maior
firmeza e fraturabilidade em rela¢dao as andlises de perfil de textura. A firmeza
aumentou linearmente ao longo do tempo de armazenamento por 40 dias,
variando de 18,65 N a 25,85 N bem como o comportamento sélido (elastico)
observado em relagdo a andlise reoldgica que variou de 37946,67 Pa a 85636,67
Pa. As formas de incorporagao de CO, ndo afetaram o perfil fermentativo da
cultura latica no queijo Minas Padrdo, bem com ndo alteraram a preferéncia ou a
aceitabilidade sensorial, com média de sete pontos na escala hedonica de nove
pontos, sendo classificado com o termo heddnico “gostei moderadamente”. As
contagens microbiologicas ao longo do tempo de estocagem também ndo foram
influenciadas pelos tratamentos (p>0,05), exceto em relagdo a contagem de
Staphylococcus aureus, que foi ndo detectavel pela técnica utilizada para os

queijos Minas Frescal tratados com injecao de CO,.
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ABSTRACT

PAULA, Junio Cesar Jacinto de, D. Sc. Universidade Federal de Vigosa,
December, 2010. Effect of the carbon dioxide (CO,) use in Minas
Frescal and Minas Padrao cheese-making. Advisor: Antonio Fernandes de
Carvalho. Co-Advisors: Paulo Henrique Fonseca da Silva and Luis Antonio
Minim.

The preacidification of cheese milk with CO, can brings technological and
economics benefits. Unlike other acids, great part of the carbonic acid formed by
the CO, solubilization is lost during the cheese-making and can easily be
removed from the whey. The main objective of this work was to determine, on
industrial scale, the technological effects of the preacidification of pasteurized
milk with dissolved CO, on Minas Frescal and Minas Padrdo cheese-making.
The experiments were carried out with two methods of incorporating CO, into
pasteurized cheese milk: CO, injection, under pressure in the milk at 32 °C until
to reach pH 6.30 and addition of 5 % of carbonated water to the cheese milk in
the cheese vat, besides the control treatment (without CO,). This procedure was
performed tree times. The cheese-making times, physicochemical properties,
cheese yield, changes during the storage time, sensory acceptability and
preference and microstructure were determined in both cheeses. Besides
acidification of lactic starter culture used in Minas Padrdo cheese and mechanical

and rheological properties of Minas Frescal cheese were even determined. It was
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observed that Minas cheeses produced with milk preacidified with CO, injection
showed significant reductions in coagulation and total making times for both
cheeses. The treatment with CO, injection in the cheese milk reduced the pH
(5,95) and the moisture content (60,18 %, m/v) of Minas Frescal cheese during
the storage time due to their larger whey loss. The smallest percentage of protein
content found in the whey of both cheeses treated with CO, injection did not
significantly affect the others cheese yield indices. This fact could be attributed
to increased whey loss caused by the more compact and more porous
microstructure found in both cheeses with CO, injection. Due to the increased
whey loss and more compact microstructure, the Minas Frescal cheese treated
with CO, injection showed higher firmness and brittleness in relation to the
texture profile analysis. The firmness increased linearly over the storage time
during 40 days varying form 18,65 N until 25,85 N. Even the solid (elastic)
Behavior observed in relation to the rheologic analysis that varied from 37946,67
Pa until 85636,67 Pa. The treatments did not affect the lactic acid fermentation in
Minas Padrdo cheese and did not change the preference or the sensory
acceptability that reach an average of seven points in the nine-point hedonic
scale, being classified with the hedonic term "liked moderately". The
microbiological counts over storage time were not affected by the treatments
(p>0,05), except for the Staphylococcus aureus counts, which was undetectable,

by the used technique, for Minas Frescal cheese treated with CO, injection.
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1. INTRODUCAO

O mercado lacteo estd em constante mudanca e as pressdes econdmicas
internas e externas na industria de laticinios estdo crescendo cada vez mais em
todo o mundo. Internamente, por causa do processo de concentragdo entre as
empresas e, externamente, em razao da situagao economica global. Sendo assim,
recursos tecnologicos que melhorem a qualidade dos produtos e aumentem a
competitividade e a produtividade da industria de laticinios sdo atrativos do ponto
de vista econdmico. Dentro desse contexto, o uso de didoxido de carbono (CO,)
tem despertado grande interesse por ser de aplicacao simples, ser seguro e de
baixo custo. Pesquisas em paises economicamente estdveis tém demonstrado que
o uso do CO, na industria de queijos ocasiona diversos beneficios tecnoldgicos
como diminuicdo do tempo de coagulagdo, aumento da firmeza da coalhada,
maior liberagdo de soro, redu¢do da dose de coalho, melhor controle do processo
e alteragOes no rendimento.

Dentre os queijos de massa crua, o queijo Minas Frescal tem grande
aceitacdo e popularidade no mercado, fazendo parte do habito alimentar
brasileiro, o que decorre de algumas caracteristicas como alta aceitabilidade
sensorial, precos mais acessiveis a uma maior faixa da populacao, facilidade de
fabricacdo, bom rendimento e preparo rapido. Com alto teor de umidade, o queijo
Minas Frescal ¢ um queijo de consumo rdpido, com pouca durabilidade,

dependendo da qualidade do leite e do processo de fabricagdo utilizado. Esses



queijos sdo altamente pereciveis, sendo susceptiveis as condigdes inadequadas de
transporte e estocagem nas gondolas dos mercados distribuidores. Atualmente, hé
uma tendéncia na industria de alimentos de substituicdo dos métodos de
prevengao que alterem quimica e fisicamente os alimentos por métodos menos
severos. Dessa forma, grande atencdo tem sido dada a novas tecnologias de
processamento e acondicionamento, tais como atmosfera modificada, embalagens
ativas, adicao de CO,, dentre outras.

Os beneficios tecnoldgicos e econdomicos gerados pela utilizagdo do CO,
sdo suficientes para incentivar as pesquisas com utilizagdo de CO, dissolvido no
leite para a fabricacdo de queijos, ndo existindo na literatura trabalhos que
avaliem, industrialmente, os efeitos da incorporacdo do CO, no leite para a
fabricacao dos queijos Minas Frescal e Padrao.

O objetivo geral do trabalho foi avaliar, em escala industrial, os impactos
da utilizagdo de CO, dissolvido no leite para a fabricacdo desses queijos. Os
objetivos especificos foram avaliar dois processos de incorporagao de CO, no
leite para a fabricacdo dos queijos e verificar os seus efeitos nos aspectos
tecnoldgicos de fabricagdo, nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas,
nos rendimentos, na evolucdo dos indices de maturacdo durante o
armazenamento, na aceitabilidade sensorial, na microestrutura, na capacidade de
acidificagdo do fermento latico utilizado na fabricacdo do queijo Minas Padrio e

nas propriedades mecanicas e reologicas do queijo Minas Frescal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Os queijos Minas

No Brasil, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Queijos,
regulamentado pela Portaria 146 de 1996, define queijo como sendo o produto
fresco ou maturado obtido da separacao parcial do soro do leite ou leite
reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos
coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactéria
especifica, de 4cidos orgénicos, isolados ou combinados, com ou sem agregacgao
de substancias alimenticias e, ou especiarias e, ou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substincias aromatizantes e matérias corantes
(BRASIL, 1996).

Conceitua-se queijo Minas Frescal como queijo fresco obtido por
coagulacdo enzimdtica do leite e, ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
completadas ou ndo, com acdo de bactérias laticas especificas. E classificado
como um queijo fresco, semigordo e de muito alta umidade (geralmente
conhecido como queijo de massa branda, mole ou macia), possui formato
cilindrico, massa entre 0,3 kg e 5,0 kg, cor esbranquicada, odor suave
caracteristico e baixa acidez (BRASIL, 2004). Trata-se de um queijo de curta

durabilidade no mercado, demandando consumo rapido, em funcdo de seu alto



teor de umidade, geralmente produzido em féabricas de pequeno, médio e grande
porte.

O Queijo Minas Padrao, Minas Curado, Minas Padronizado ou Minas
Prensado é um queijo de origem brasileira, produzido em varios estados. E um
queijo de massa prensada que utiliza fermento latico mesofilico, adicionado ao
leite durante sua fabricag¢do e possui um periodo de maturacao curto que varia de
20 a 30 dias em camara fria a 10 — 12 °C. Normalmente, o seu teor de umidade
varia entre 46 % e 49 % (m/m), apresenta formato cilindrico, com faces planas,
bordas retas, massa de 800 a 1.200 g, crosta lisa e amarelada.

Possui ainda textura aberta, com poucas e pequenas olhaduras
mecanicas. Sua consisténcia ¢ semidura, tendendo a macia e quebradica, com cor
interna branca, tendendo a creme e apresenta sabor levemente acido (PAULA,
2005b, LONDONO, 1999). Apesar da sua relevancia e da significativa producio
nacional, ainda ndo hd uma normalizacdo especifica para o Queijo Minas Padrao
na legislacdo brasileira. A importancia dos queijos Minas no mercado brasileiro
consiste no fato de possuirem alto rendimento, baixo custo final, simplicidade no
processo de fabricacdo, alta aceitabilidade e precos acessiveis a uma maior faixa
da populacao (FURTADO, 2005).

O Brasil ¢ o sexto maior produtor de leite, respondendo por 4,52 % da
producdo mundial. Minas Gerais, por sua tradi¢do, clima e topografia, ¢ o maior
estado produtor de leite e queijos do Brasil, sendo responsavel por mais da
metade da producdo nacional. A fabricagdo de queijos no Brasil ¢ o principal
destino do leite produzido e, em torno de 33 % do leite captado, sob inspe¢ao
federal, ¢ destinado a esse setor (EMBRAPA, 2008). A producdo de queijos tem
aumentado expressivamente nos ultimos anos € os maiores aumentos alcangados
ocorreram nos anos em que a populacdo apresentou maior poder aquisitivo, ou
seja, apos a implantacdo do plano real. Em 2009, a producdo de queijos
produzidos sob inspecao (formal) foi de 721.411 t, com aumento de 7,8 % sobre a
producdo de 2008. Contudo, considerando que o mercado de queijos formais
equivale a 60 % do mercado total, pode-se concluir que o mercado de queijos no

Brasil ultrapassou um milhdo de toneladas em 2009 (ABIQ, 2010). Entre os



queijos de massa crua, o0 Minas Frescal e o Minas Padrao sdo os mais populares e
representam juntos cerca de 8 % do mercado brasileiro, ocupando a terceira
posi¢do no consumo. Em 2009, o queijo Minas Frescal foi o quinto queijo mais
fabricado no Brasil, com um volume total de 37.100 t, apresentando um aumento
de 7 % em relagdo ao ano anterior. No caso do queijo Minas Padrdo, foi
fabricado, em 2009, um volume total de 8.050 t, o que representa um crescimento
de 10 % no volume produzido em relagao ao ano de 2008 (ABIQ, 2010).

Foram identificados véarios pontos criticos no processamento desses
queijos, destacando-se a matéria—prima, o tanque de coagulagdo e a salmoura. As
bactérias do grupo coliformes sdo indicativas de condi¢des higi€nico-sanitarias
inadequadas durante o processamento desses queijos. Os microrganismos
psicrotroficos tém destaque especial por alterarem os produtos sob refrigeragao
por causa da producdo de enzimas (lipases e proteases) que degradam os lipideos
e as proteinas, resultando em alteragdes sensoriais ¢ de textura desses produtos
(SANGALETTI, 2007). Diversos surtos de doencas tém sido associados a
ingestdao de queijos, em razdo, principalmente, da presenga de Staphylococcus
aureus, E. coli, B. cereus, Listeria monocytogenes e Salmonella sp. Falhas
ocorridas durante todo o processamento, aliadas a temperaturas inadequadas de
conservacdo durante a comercializacdo, sdo fatores que tém contribuido para
venda desses produtos fora dos padroes regulamentares (SANGALETTI, 2007).

A dificuldade de exportacao e os principais problemas com a produgao de
queijos no Brasil estdo relacionados principalmente com a baixa qualidade do
leite produzido, as péssimas condi¢des de fabricacdo e a falta ou ineficiéncia da
cadeia de frio. Um estudo realizado por Lisita (2005) avaliou a evolug¢do da
contaminagado em uma linha de fabricacdo de Minas Frescal. Os resultados
demonstraram que o Minas Frescal, antes de ser embalado, ja se apresentava
improprio para o consumo, em razdo das altas contagens de coliformes totais e
termotolerantes, podendo causar riscos aos consumidores. O préprio processo de
fabricacdo foi responsavel pela alta contaminagdo, constituindo um problema de

saude publica.



2.2. O dioxido de carbono (CO,) e sua utilizacdo em leite e derivados

2.2.1. Caracteristicas gerais do CO,

O didéxido de carbono estd distribuido na natureza como um gés livre no ar
normal em niveis de 0,03 a 0,04 % ou como sais € compostos na forma de sais
como carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, carbonato de calcio, dentre
outros. Em pressdes e temperaturas normais, o dioxido de carbono ¢ um gas
incolor, inodoro, ndo combustivel, ndo téxico e levemente acido, com as
seguintes propriedades fisicas e quimicas: massa molecular: 44,01 g/mol,
densidade relativa = 1,519 g/L (densidade do ar = 1 g/L)) a 21 °C, temperatura
critica = 30,9 °C, pressao critica = 75,34 kgf/cmz, volume especifico = 0,55
m3/kg, temperatura de ebulicdo = - 78,5 °C, temperatura de sublimacdo = - 56,6
°C, massa especificaa 21 °C e a 1 atm = 1,833 kg/m’ (JACOBS, 1959).

O CO, ¢ considerado um antimicrobiano natural, com a¢ao bacteriostatica,
possui grande potencial para utilizacdo na industria de laticinios, sendo uma
substancia que pode ser adicionada durante o processo de fabricacdo e removida
por processos de centrifugacdo ou degaseificagdo a vacuo, sem nenhum efeito
prejudicial para o alimento. E considerado inécuo ao consumo humano, como
substancia GRAS (Generally Recognized as Safe), e ndo precisa ser declarado no
rotulo dos produtos, seu efeito inibitorio sobre os microrganismos € dependente
da concentracdo e consequentemente da temperatura, sendo mais soluvel em
temperaturas de refrigeragdao (LOSS e HOTCHKISS, 2003). A solubilidade do
CO,emaguaa0°Ce l atm € 3,38 g de CO, por kg de H,0, no entanto a 20 °C a
solubilidade ¢ reduzida para 1,73 g de CO, por kg de H,O (PESTANA, 2007). O
CO, ¢ soluvel no leite mesmo durante o processo de fabricacdo de queijos de
massa crua, em temperatura de 38 °C, podendo permanecer nos produtos durante
a maturagao, estocagem e distribuicdo (LOSS e HOTCHKISS, 2003).

Nos alimentos com alto teor de umidade, o CO, pode se dissolver na fase

aquosa, formando acido carbonico (H,COs), que se dissocia nas espécies iOnicas



bicarbonato (HCO; ), carbonato (CO?") e hidrogénio (H"), de acordo com a

seguinte série de equilibrios:

C02 (g)<—> COZ(aq) [COZ]aq = H X pC02

(1)

comH =3,3x107mol.L".atm™ (25°C)
CO,,, +H,0 <> H,CO, @
[H,CO,]/[CO, }a =1,7x10° mol.L" (25°C)
H,CO, <> H' + HCO; 3
[HCo; |[H* |/[H,c0,]=2,5%10*mol.L" (25°C)
HCO; <> H" +CO%"

3 3 (4)

[co |[n |/[HCO; |=5.61x10" mol.L" (25°C)

As notacdes (g) e (aq) referem-se ao estado das espécies gas ou solucao
aquosa. Em condi¢des atmosféricas normais, a concentragdo de didxido de
carbono dissolvido (ndo hidratado), CO, (aq), pode estar relacionada com a
pressao parcial externa do CO, (pCO,) e a constante da lei de Henry (H). A Lei
de Henry, no entanto, exige um comportamento de um gas ideal e uma solugdo
diluida. Sob condi¢des de pressio de CO,, esses pressupostos nao sao
necessariamente validos. Além disso, as constantes de equilibrio das reagdes (2) a
(4) sdo dependentes da pressio e da temperatura. No entanto, modelos
termodinamicos melhorados t€ém sido desenvolvidos para prever com precisao a
solubilidade e o pH do CO, em solugdes aquosas, sob pressio (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2007).

Como consequéncia das equacdes de equilibrio (1) a (4), a 4gua em
contato com CO, pressurizado, em geral, torna-se acida por causa da formacao e
dissociacdo do H,CO;, que libera ions H'. A redugdo do pH extracelular pode
inibir a multiplicagdo microbiana e também pode diminuir a resisténcia a
inativacdo, dado o maior consumo de energia para manter a homeostase por meio
da forga motriz de protons. No entanto, a redugdo do pH externo ndo ¢ suficiente

para ser responsavel pelo efeito letal do CO,, uma vez que demonstra inibi¢ao



maior do que a de outros acidos usados para reduzir o pH do meio (como o acido
cloridrico e fosforico). Esses acidos parecem nao ter a mesma capacidade de
entrar nas células microbianas tdo facilmente como o CO,. Alguns autores
sugerem que o abaixamento de pH externo contribui para aumento da
permeabilidade celular, o que facilita a penetragdo de CO, nas células
microbianas. Segundo esses autores, isso provavelmente explica por que o CO,
pode penetrar nas células microbianas a uma taxa muito mais rapida do que
outras moléculas que ndo produzem acidificagdo da solu¢do. No entanto, ¢ mais
provavel que o efeito direto do CO, (ndo hidratado) sobre a membrana seja
provavelmente mais importante para explicar sua elevada taxa de penetracdo nas
células bacterianas (GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).

O equilibrio da reacdo ¢ determinado pelo pH da fase aquosa. A
solubilidade do CO, aumenta com o aumento no pH, e esse efeito ¢ mais visivel
em valores de pH elevados. Isso pode ser explicado pelas reacdes de equilibrio
que ocorrem quando o CO, se dissolve no alimento. Sendo assim, pode-se
afirmar que o pH ou o poder tamponante do meio no qual o CO, ¢ dissolvido ird
afetar o seu mecanismo de a¢do, principalmente o teor de &cido carbonico
dissolvido no meio (PESTANA, 2007).

Didxido de carbono e os ions H' sdo em parte responsaveis pelos efeitos
inibitorios do CO,, porém, foi provado que os ions de bicarbonato e carbonato
também possuem efeito antimicrobiano sobre diversos grupos microbianos

(DIEZ-GONZALEZ et al., 2000; CORRAL al et., 1988).

2.2.2. Dioxido de carbono como inibidor de microrganismos

Quando dissolvido no meio aquoso, o CO, pode retardar a multiplicagao
de microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, sendo que seu efeito
inibidor varia em fun¢do do microrganismo e da fase na curva de crescimento em
que ele se encontra. O didxido de carbono ¢ muito usado para estender a vida de
prateleira de alimentos pereciveis, por meio da inibicao de diversas enzimas

naturais € microbianas e¢ do retardamento da multiplicagdo de bactérias,



particularmente aquelas encontradas no leite € nos produtos lacteos. O efeito
combinado do CO, e outras técnicas de conservacdo de alimentos como
refrigeracdo, pasteurizacdo ou embalagens impermeaveis tem sido demonstrado
(LOSS e HOTCHKISS, 2003).

As moléculas de gas carbdnico sdo apolares e, portanto, mais soliveis em
lipidios do que em 4gua. Essa caracteristica aumenta seu efeito antimicrobiano ao
facilitar sua dissolu¢do na membrana plasmadtica bacteriana, alterando sua fluidez
e permitindo maior entrada de 4acido carbonico, na forma ndo dissociada, para o
interior da cé€lula, criando um ambiente toxico e modificando seu pH interno
(LOSS e HOTCHKISS, 2003). O mecanismo pelo qual o CO, afeta a
multiplicagdo microbiana e seu metabolismo ainda nao foi totalmente elucidado,
sendo que quatro principais teorias foram propostas por Loss e Hotchkiss, 2003:

e A solubilidade do CO, nos lipideos pode afetar a estabilidade da
membrana celular;

e As reagdes de solubilizagdo resultam na reducdo do pH intracelular
criando estresse ambiental, além de provocar também gasto de energia para
manter a homeostase por meio da for¢a motriz ao ativar o mecanismo de bomba
de hidrogénio.

e Como metabdlito de diversas reacdes, o CO, pode provocar
desperdicio de energia celular;

e (CO, pode provocar alteracdes fisico-quimicas e regular diversas
enzimas importantes.

Dependendo dos fatores intrinsecos a que o microrganismo esta exposto e,
ou do seu estado fisico, uma combinacdo desses mecanismos seria a provavel
causa para o efeito antimicrobiano do CO, (LOSS e HOTCHKISS, 2003).

Para Daniels et al. (1985), uma das principais explicagdes para a adi¢ao de
diéxido de carbono em alimentos ¢ o fato de que, sendo um géas mais pesado,
desloca parte ou a totalidade do oxigénio vidvel necessario ao metabolismo
bacteriano, diminuindo o crescimento. Com a eliminagdo do O, pela substitui¢ao
da atmosfera por dioxido de carbono, ¢ criado um ambiente de anaerobiose,

ocorrendo bloqueio da cadeia transportadora de elétrons pela falta do O, como



aceptor final de elétrons. A microbiota aerdbia ¢ inibida desfavorecendo a
multiplicagdo de contaminantes como fungos filamentosos e leveduras.

Genigeorgis (1985) sugere que a atividade antimicrobiana do CO, se deve
a sua absorcao pela fase aquosa, formando o acido carbonico, seguido de sua
ionizagdo e consequente abaixamento do pH. Segundo Daniels et al. (1985) e
Dixon e Kell (1989), a acdo do CO, sobre a microbiota tem sido atribuida a varios
fatores, e ndo apenas ao pH baixo.

O efeito final do dioxido de carbono seria o retardamento da fase lag e, ou
da taxa de multiplicacdo na fase log de microrganismos deterioradores.
Entretanto, o mecanismo especifico para o efeito inibidor ainda nao foi proposto
pelos autores (DANIELS et al.,1985; CHURCH e PARSONS, 1995; FARBER,
1991 e PHILLIPS, 1996). Para Farber (1991), as principais teorias de a¢dao do
CO, sobre os microrganismos seriam a alteragdo na funcdo da membrana celular,
afetando a absorcao de nutrientes; inibi¢ao direta do sistema enzimatico e na taxa
de respiracdo; penetragdo do CO, pela membrana microbiana, resultando na
mudanga interna do pH e mudanga direta nas propriedades fisico-quimicas das
enzimas responsaveis pelo metabolismo celular.

Outros fatores como concentracao final e inicial do gés, temperatura de
estocagem e quantidade de gés dissolvido, assim como estdgio da curva de
multiplicacdo inicial, além de fatores como pH, A, (atividade de dagua),
concentracdo de sal e agucar, também exercem influéncia sobre a atividade
inibidora do CO, (PHILLIPS, 1996; SARANTOPAULOS et al, 1998). A
solubilidade do CO, ¢ inversamente proporcional a temperatura de estocagem,
sendo que a multiplicacdo microbiana ¢ reduzida a altas concentragdes de CO, e
o efeito global ¢ aumentado com o abaixamento da temperatura durante a
estocagem (GILL e TAN, 1980).

O dioxido de carbono ¢ mais eficaz em alimentos em que os
microrganismos deterioradores sdo normalmente aerdbios, Gram-negativos e
psicrotroficos, fato esse que incentiva ainda mais a sua utilizagdo para estender a
vida util de produtos lacteos (DANIELS et al., 1985; CHURCH ¢ PARSONS,
1995 e PHILLIPS 1996). No entanto, deve-se atentar especialmente para o fato
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de que inibir a multiplicagdo de microrganismos naturalmente associados com o
produto pode resultar em aumento do nimero de organismos diferentes, os quais

podem ser microrganismos patogénicos para o homem (CRUZ, 2000).

2.2.3. Utilizacdo de CO, em laticinios

O dioxido de carbono tem sido empregado para aumentar a vida de
prateleira de alimentos refrigerados, inibindo a multiplicacdo de microrganismos
deterioradores, como bactérias psicrotroficas (GUILLAUME et al., 2004). A
refrigeracdo do leite preconizada pela Instrugdo Normativa n® 51, de 18 de
setembro de 2002, Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento produz
condigdes que sdao seletivas para bactérias psicrotroficas, principalmente
Pseudomonas ssp. Esse grupo de microrganismo ¢ responsavel pela deterioragao
de leite e produtos lacteos por causa da sua capacidade de produzir enzimas
termorresistentes (proteases e lipases) que afetam o rendimento e a qualidade dos
produtos. Rowe (1988) mostrou que a adi¢cdo de CO, tem um efeito diferencial na
produgdo de enzimas extracelulares por Pseudomonas fluorescens,
particularmente lipase, sendo inibida em maior extensdao do que a multiplicagdo
bacteriana.

Como resultado da busca de melhorias econdmicas na industria de
laticinios, existe uma demanda por métodos que permitam prolongar a estocagem
do leite, e dos produtos lacteos, sem riscos subsequentes e que permitam maior

flexibilidade na sua utilizacao.

2.2.3.1. Utilizacdo de CO, em leite

Gevaudan et al. (1996) relataram que a injecdo de CO, sob pressdao diminui
o pH do leite e, apds a despressurizacao, o pH retorna ao seu estado inicial. No
estudo ndo foram observadas mudancas na concentracdo de P, Ca, ou Mg na fase

aquosa do leite apos a ultracentrifugacdo. No entanto, as curvas de capacidade
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tamponante do leite despressurizado que foi tratado com o CO, foram diferentes
daquelas do leite original. Foram observados dois picos (pH 4,95 e 5,40) na curva
de capacidade tamponante, em vez de um, demonstrando que a solubilizagdo de
CO; induziu a formacao de um novo sistema de salino. Sendo assim, o CO, tem
um efeito reversivel no pH e um efeito irreversivel no fosfato de célcio coloidal
inorganico, o qual ¢ transformado em outras formas salinas.

A aplicacdo de CO, sob pressdo durante o tratamento térmico do leite pode
reduzir o tempo requerido para a esterilizagdo ou pasteurizacdo e, portanto,
minimizar a degradacdo térmica de substiancias sensiveis como vitaminas
(ERKMEN, 2001).

O prazo de validade do leite pasteurizado refrigerado poderia ser estendido
por no minimo 25 até 200 % em concentragdes proximas ao limiar de percepgao
sensorial (> 0,0028 mol/L e < 0,0091 mol/L de CO,) com o uso de embalagens
que oferegam barreira a evolugdo do CO,, proporcionando maior retencao do gas
no meio e otimizando o seu efeito durante a validade. As maiores variaveis que
influenciam no tempo de vida util sdo as quantidades de CO, adicionado e as
propriedades de barreira da embalagem (HOTCHKISS et al., 1998).

O tratamento do leite refrigerado com 20 a 30 mmol/L de CO, foi avaliado
como um método para prolongar a vida util e inibir a multiplicagdo de bactérias
psicrotroficas. Os tempos de geragdo para cada uma das cinco espécies
Pseudomonas foram significativamente superiores quando cultivados a 7 °C em
leite estéril tratado com CO, comparando-se as mesmas bactérias cultivadas em
leite estéril sem adi¢ao do géas. Quando os leites crus foram armazenados a 7 © C
e tratados com o CO,, o tempo necessario para aumentar a contagem de 10 vezes
foi pelo menos 24 h maior do que nos mesmos leites nao tratados. Também o
numero de coliformes totais, psicrotréficos e aerdbios e anaerobios facultativos
foram significativamente menores no leite cru tratado com CO, que no leite nao
tratado incubado a 7 °C por seis dias. (ROBERTS e TORREY, 1988). O numero
de coliformes, psicrotroficos e aerdbios (facultativos e obrigatorios), foi
significativamente mais baixo no leite cru tratado com CO, que em leite ndo

tratado incubado a 7 °C por seis dias. O tratamento a 101,97 kgf/cm® de pressio
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de CO, por sete horas causou a diminui¢do de 6,42 ¢ 7,24 ciclos logaritmos na
populagdo de E. coli em leite integral e leite desnatado, respectivamente, quando
inoculados com culturas puras ndo patogénicas desses microrganismos
(ERKMEN, 2001).

King e Mabbitt (1982) examinaram o efeito de concentracdes de 0,01
mol/L a 0,03 mol/L de CO, na multiplicagdo de bactérias psicrotroficas em leite
integral cru e em culturas puras de P. fluorescens em leite desnatado e caldo
nutriente. A deterioracdo de leite integral cru foi inibida pela adi¢do de CO, e o
efeito foi aumentado com o aumento nas concentragdes de CO, e diminui¢do da
temperatura de estocagem. Experimentos com culturas puras de Pseudomonas
fluorescens mostraram que o efeito inibitério do CO, ndo decorreu do aumento
da acidez ou do deslocamento de oxigénio, mas da presenga do CO,, o qual
induziu aumento da duracdo da fase lag de multiplicacdo e teve um pequeno
efeito na fase log.

Werner e Hotchkiss (2002) pesquisaram o efeito do CO, na multiplicacao
de esporos de Bacillus cereus no leite durante a estocagem prolongada e
concluiram que a adi¢ao de 0,0119 mol/L. de CO, reduziu o pH do leite de 6,61
para 6,31. Os dados sugerem que a adi¢do de moderados niveis de CO, inibem a
germinagao de esporos de Bacillus cereus, durante longos periodos de estocagem,
diminuindo o risco de doencas alimentares por esses microrganismos.

Foi avaliado o efeito de concentragdes de CO, dissolvido (0,0006 a 0,0614
mol/L) na multiplicacdo bacteriana em leite cru e em culturas puras inoculadas
em leite estéril a 15 °C utilizando condutancia. Os leites estéreis foram
inoculados isoladamente com um e seis microorganismos diferentes (P.
fluorescens, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Listeria monocytogenes e
Escherichia coli) até uma concentragdo final de aproximadamente 10> a 10°
UFC/mL. O leite cru foi ajustado com uma populagdo bacteriana de
aproximadamente 10> UFC/mL. Em todos os casos, o CO, dissolvido inibiu a
multiplica¢do de bactérias do leite cru, e influenciou as fases lag, exponencial e
estacionaria, bem como em todas as culturas puras testadas. A adi¢ao de CO, no

leite cru aumentou a fase lag e o tempo de multiplicagdo em 100 %, mesmo a
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15 °C. O CO, dissolvido reduziu a multiplicacio microbiana em todos os
microrganismos testados, no entanto, a inibicdo foi menor em bactérias Gram-
positivas do que em Gram-negativas. O didxido de carbono influenciou as fases
de multiplicacdo de maneira diferente para todos os organismos. As bactérias
Gram-positivas tiveram um aumento significante na fase lag. J4 as bactérias
Gram-negativas apresentaram aumento significativo na fase lag e também no
tempo para atingir a populagdo maxima (MARTIN et al., 2003).

Foram determinados os efeitos do CO, dissolvido no leite sobre o
desempenho de quatro importantes testes de rotina. A adi¢ao de CO, (1 g/L) ndo
afetou o desempenho de trés marcas diferentes de provas de antibidtico no leite.
A adi¢dao de CO, diminuiu o pH e o ponto de congelamento do leite, sendo que
essa diminuicao foi reversivel com a remog¢ao do CO, dissolvido. O aumento das
concentragdes de CO, no leite aumentou as leituras de absorbancia das amostras
no comprimento de onda de referéncia da lactose (7,651 um a 7,788 um) e
modificou o seu indice de refracdo (~ - 0,18%). As mudangas nos teores de
proteinas (< - 0,02%) e gordura (< + 0,03%) foram relativamente pequenas. Para
os testes de fosfatase alcalina, a adicdo de CO, nao afetaria a habilidade de um
analista em diferenciar um leite pasteurizado de um leite cru ou um leite
pasteurizado que foi contaminado com leite cru, utilizando-se os métodos:
Fluorophos, Charm PasLite, e Schiarer Modificado (MA et al., 2001).

Ma et. al. (2003) avaliaram o efeito da adicdo de CO, na protedlise e
lipolise do leite cru refrigerado a 4 °C. A adicao de 1,5 g/ de CO, retardou a
multiplicagdo de bactérias no leite cru durante os 21 dias de armazenamento a
4 °C. Para a contagem padrdo de leite cru atingir o limite legal de 3 x 10’
UFC/mL, a partir de uma contagem inicial de 10* UFC/mL, o tempo total foi
cerca de 7 dias para o controle e para o leite acidificado com HCl em comparagao
com 14 dias para o leite tratado com 1,5 g/L de CO,. Do ponto de vista da
contagem microbiana, a adi¢do de 1,5 g/L de CO, dobrou o tempo de
armazenamento do leite cru a 4 °C. Esse tempo de armazenamento poderia ser
estendido ainda mais se a contagem inicial fosse mais baixa aliada a uma maior

concentracdao de CO, e temperaturas de estocagem inferiores. A adi¢ao de CO, no
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leite cru diminuiu a protedlise por pelo menos dois mecanismos: redugdo das
proteases devido a reduzida multiplicagdo microbiana e a possivel redugdao na
atividade da plasmina em func¢ao do pH mais baixo do leite. O efeito do CO, na
reducdo da lipolise foi atribuido a uma reduzida multiplicagdo microbiana. Nao
foi detectado nenhum efeito da adicdo de CO, ou acidificagdo do leite na lipdlise
pela lipase natural do leite.

Foram investigados os efeitos na microbiota endogena do leite cru
estocado sob pressoes de 0,69 a 6,93 kgf/cm2 de CO, em temperaturas de 5 °C,
6,1 °C, 10 °C e 20 °C. Essas combinagdes de pressao e temperatura ndo causaram
precipitagdo de proteinas do leite e a contagem de aerdbios mesoéfilos do leite
tratado mostrou-se mais baixa comparada com o controle em todas as
temperaturas e, em alguns casos, o tratamento foi letal. O leite cru tratado com
CO, e armazenado a 6,1 °C por 4 dias exibiu multiplicagdo bacteriana reduzida.
As taxas de pressoes de 0,69 kgf/cmz, 1,75 kgf/cmz, 3,51 kgf/cmz, 5,26 kgf/cm2 e
7,02 kgf/cm® demonstraram ser eficientes na redugio da viabilidade da contagem
total. O tratamento a 7,02 kgf/cm” também reduziu Lactobacillus ssp. e bactérias
Gram-negativas. O tempo requerido para leite cru, tratado a 7,02 kgf/cm®
alcangar 4,30 log UFC/mL a 4 °C, foi aumentado em 4 dias, comparado com o
controle. Coliformes totais no leite tratado manteve-se a 1,95 log UFC/mL por 9
dias de tratamento. Esses dados indicaram que o armazenamento do leite cru
tratado com baixas pressdes de CO, pode reduzir a multiplicacdo bacteriana sem
causar precipitacdo de proteinas. Baixa pressio de CO, combinada com a
refrigera¢do do leite melhoraria a qualidade microbioldgica e a seguranga do leite
cru e poderia ser uma estratégia efetiva para transporte por longas distancias de

leite refrigerado “in natura” ou concentrado (RAJAGOPAL et. al., 2005).

2.2.3.2. Utilizagéo de CO, em outros produtos lacteos

Paula (2005a) elaborou e avaliou a estabilidade de uma bebida
carbonatada a base de soro de leite obtido das fabricacdes de queijo Minas Padrao

e Mussarela. O produto obteve boa aceitacdo sensorial e apresentou estabilidade
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fisico-quimica e microbiologica durante o armazenamento a temperatura
ambiente por pelo menos trés meses.

Chio e Kosikowski (1984) produziram um iogurte aromatizado
carbonatado a 5 kgf/cm” e armazenado sob refrigeracio a 4 °C. O CO, retardou a
pos-acidificagdo do produto durante a estocagem refrigerada a 4,4 °C, sendo
estavel durante 4 meses de vida ttil. O 1ogurte ndo carbonatado (controle) nao
obteve aceitabilidade sensorial ap6s 30 dias.

Gueimonde et al. (2003) estudaram a adequabilidade de leite conservado
por refrigeracdo, durante cinco dias a 4 °C, e adi¢do de CO, para fabricacao de
iogurte. O produto foi fabricado apo6s a pasteurizacdo do leite refrigerado e
carbonatagdo (pH 6,15) e comparado com dois controles diferentes que foram
fabricados a partir de leite pasteurizado fresco ou a partir de leite mantido
refrigerado. A capacidade de multiplicagdo e acidificagdo da cultura “starter”,
bem como a evolugdo da acidez, ndo foi afetada pela prévia refrigeracao e adi¢ao
de CO; no leite cru ou por residuos de CO, presentes no leite pasteurizado. A
refrigeracdo aumentou a producdo de etanol e diacetil. Contudo, nao houve
diferencas nas propriedades sensoriais durante a estocagem refrigerada entre o
iogurte fabricado com leite tratado com CO, e aqueles fabricados com leite
refrigerado. Os autores concluiram que o leite refrigerado acidificado com CO,
poderia ser satisfatoriamente usado na fabricagdo de iogurte.

Noriega et al. (2003) estudaram a inibi¢do de Bacillus cereus em leite
bifidus fermentado carbonatado. A populacgdo de Bifidobacterium infantis nao foi
afetada pela presenca de CO, e a populagdo de B. cereus foi reduzida dois ciclos
logaritmicos em 12 horas de incubagdo em leite carbonatado, a 37 °C. Durante a
estocagem a 4 °C, o CO, também preveniu a degradacéo proteolitica das amostras
contaminadas, inibiu a formagdo de acidos organicos pelo B. cereus, reduziu a
proporcao de acidos acético e latico no leite fermentado. Os autores concluiram
que o uso de leite acidificado com CO, nao afetou as propriedades sensoriais do
produto. Portanto, a carbonatagdo de leite, tratado termicamente, antes da adigao
da bifidobactéria pode contribuir para reduzir o risco de contaminagdo de leite

bifidus por B. cereus.
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O uso de leite acidificado com CO, ndo tem efeito prejudicial nas
propriedades sensoriais de leite fermentado com bactérias laticas e probidticas (S.
termophilus, L. acidophilus e B. bifidum). A carbonatagdo de leite pasteurizado
antes da adicdo de cultura “starter” poderia ser usada satisfatoriamente para
reduzir o tempo de fabricagdo desses produtos. Os niveis mais elevados de acidez
das amostras carbonatadas (como resultado da producao de acido carbdnico pela
dissolugao do CO,) e acidificadas aumentaram a multiplicagdo e a atividade
metabolica da cultura “starter” durante a fermentagdo e foi a razao para a reducao
no tempo de incubacao do leite fermentado (VINDEROLA et al., 2000).

Vianna (2010) avaliou o efeito da adicdo de CO, sobre a qualidade dos
leites cru e UHT. O leite cru adicionado ou ndao de CO, foi armazenado a 4 °C e
7 °C foram avaliadas quanto a contagem padrdo em placas, psicrotroficos e
Pseudomonas spp., concentragdo de CO,, protedlise e lipolise, até a contagem
padrdo em placas atingir 7,5 x 10> UFC/mL. O tempo de conservagio foi de 14
dias para o leite armazenado a 4 °C adicionado de CO, e de 5 dias para o
armazenado a 7 °C nao adicionado de CO,. Independente da temperatura de
armazenamento, a adi¢do de CO, estendeu o tempo de fase lag e de geragdo dos
microrganismos psicrotroficos e reduziu sua taxa de crescimento. O leite
adicionado de CO, apresentou menor proteolise e lipolise quando comparado ao
nao adicionado dado o menor desenvolvimento de psicrotroficos. Apds seis dias
de armazenamento a 4 °C, o leite cru adicionado de CO, manteve sua qualidade
fisico-quimica e microbioldgica, enquanto o leite ndo adicionado sofreu perda
significativa de qualidade. A taxa de aumento de protedlise foi 1,4 vezes maior
no leite UHT produzido a partir de leite cru nao adicionado de CO,, comparado a
amostra produzida com adi¢do de CO,. O leite UHT produzido a partir de leite
cru ndo adicionado de CO, apresentou maior acdo de proteases microbianas. A

lipolise foi maior no leite UHT produzido a partir de leite cru sem adi¢ao de CO,.
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2.2.3.3. Efeito do CO, no pH e no equilibrio mineral do leite para fabricacéo
de queijos

Alteragcdo do pH do leite, especialmente por acidificagdo, constitui etapa
fundamental para uma série de processos tecnoldgicos de fabricagdo, sendo que
durante a diminui¢ao de pH, mudangas podem ocorrer na composicao e, portanto,
na estrutura micelar (GASTALDI et al., 1996).

A acidificacdo por fermentacdo ou por adi¢do de um acido dissolve
progressivamente o fosfato de célcio coloidal e diminui a intensidade de ligagdes
do célcio com as caseinas. O grau de solubilizagdo de fosfato de calcio aumenta
muito em pH abaixo de 5,6 ¢ quase se completa em pH proximo de 5,2
(DALGLEISH e LAW, 1989; VAN HOOYDONK, 1986). Em pH 5,8, observou-
se também que as micelas de caseina comecaram a se agregar (GASTALDI et al.,
1996). Autores relatam que o fosfato de célcio coloidal ¢ o primeiro componente
a ser solubilizado, quando o pH abaixa. Lucey e Fox (1992) relataram inibi¢ao da
coagulagao por coalho quando 30 % do fosfato de calcio coloidal foi solubilizado
como consequéncia das mudangas estruturais resultantes nas micelas.

O abaixamento do pH do leite também leva ao aumento na atividade do
fon calcio (Ca*"), que desempenha papel muito importante na redugio da repulsio
entre caseinas carregadas negativamente e, consequentemente, aumenta a taxa de
agregacao durante a coagulacao do leite. A acidificacdo seguida de neutralizagdo
melhorou as propriedades de coagulacdo pelo coalho, que foi atribuida a uma
elevada atividade de Ca** (LUCEY et al., 1996). O teor de fosfato de calcio
coloidal ndo ¢ totalmente restaurado na micela, quando o leite acidificado ¢
neutralizado e outros sais de fosfato de calcio também sdo formados,
proporcionando diferentes propriedades tamponantes (LUCEY et al., 1996).

Recentemente, atencao especial tem sido dada a esses leites conservados
com CO, visando a sua utilizagdo na fabricagdo de queijos. Entre as vantagens
potenciais para a industria de queijos, destacam-se as menores quantidades de uso
de coalho necessarias para a realizagdo da coagulacdo do leite em funcao da

diminui¢ao do tempo de coagulacdo. Na literatura ndo existe consenso sobre o
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efeito dessa tecnologia no rendimento de fabricacdo de queijos, apesar de ndo
haver efeitos significativos, quando se utiliza leite armazenado sob atmosfera de
CO, para a fabricagao de queijos (CALVO et al., 1993; DE LA FUENTE et al.,
1998).

A adigdo de CO; no leite resultou em diminui¢do do pH, remog¢do do
fosfato de calcio coloidal e do célcio ligado diretamente as caseinas
(GEVAUDAN et al., 1996), aumentou os niveis de Ca*" (DE LA FUENTE et al.,
1998), e resultou em ruptura da estrutura micelar (CHANG e ZHANG, 1992).
Como relatado anteriormente, os aumentos nos niveis de Ca®" seriam benéficos
para as propriedades de coagulacdo pelo coalho, embora a solubilizagdo
excessiva de fosfato de célcio coloidal possa ter efeito no processo de fabricagao
do queijo. No leite despressurizado sob vacuo, os teores de P soluvel, Ca e Mg
retornaram aos valores originais apos a despressurizacio (GEVAUDAN et al.,
1996). A restauragcdo imediata do balango salino original ndo ocorre quando o
leite tratado com CO, ¢ submetido a agitagdo suave a pressdao atmosferica. Apos
3h, nem os niveis desses elementos soluveis, nem a atividade de Ca’" foram
restaurados, o que implicaria positivamente na aptidao do leite para a coagulagao.
(DE LA FUENTE et al., 1998).

Embora Green e Grandison (1993) tivessem sugerido que a agitagdo suave
no tanque, que normalmente € feita nas primeiras fases do processo de fabricagdo
de queijo, seria suficiente para eliminar a influéncia do CO,, esses efeitos foram
ainda visiveis horas apds a despressurizacao. De la Fuente et al. (1998) relataram
que, quando a remocdao de CO, foi realizada por agitagdo suave na pressao
atmosférica, 3h apos a abertura dos tanques, os valores do tempo de coagulagdo
pelo coalho e da taxa de formacgao da coalhada ndo foram iguais aos obtidos para
o leite cru. No entanto, a remocao forgada de CO, por um evaporador rotativo a
vacuo promoveu a recuperacao das propriedades coagulantes. Da mesma forma, a
degaseificagdo for¢ada foi necessaria para recuperar o rendimento do queijo,
garantindo assim a reversibilidade do processo. Esses resultados podem ser

atribuidos ao retorno lento da distribui¢ado salina original.
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Trabalhos tém relatado que as mudancas produzidas pela adigdo de CO,
sdao devido as modificacdes de pH. No entanto, uma comparagdo da distribuigao
das micelas de caseinas em leites acidificados com HCI, adicionado de CO, e
leites nao tratados, indicaram que o nivel de caseinas soluveis no leite acidificado
foi o dobro do produto ndo tratado, mas apenas a metade do que o medido nos
leites carbonatados (CHANG e ZHANG, 1992). Essa observagdo pode ser
correlacionada a maior liberagdo de calcio (e Ca®") para a fase continua do leite
pela adigao de CO,, em comparacdo com a acidificacdo por adicao de HCl (DE
LA FUENTE et al.,, 1998). Esses resultados sugerem que as mudangas na
distribui¢do micelar nos leites gaseificadas ndo decorreram somente das variagdes
de pH, mas de outros mecanismos que devem estar envolvidos.

Quando o CO, ¢ adicionado para acidificar o leite a pH abaixo de 6,0,
mudancas mais drasticas e irreversiveis ocorrem. Apds a despressurizagdo, o pH
retorna ao seu valor inicial, embora os niveis de sais soluveis de fosfato de calcio
coloidal inorganico se assemelhem aos do leite cru, as curvas de capacidade
tamponante foram diferentes das do leite original, mostrando que o CO, induziu a
formac¢ao de um novo sistema salino. Gevaudan et al. (1996) sugeriram que a
solubilizagdo de sais desestabilizou a estrutura micelar e, a0 mesmo tempo, apos
o término da despressurizagdo, as caseinas e outras formas de fosfato de cdlcio
induzidas pelo tratamento tornaram-se reassociadas. No entanto, essa nova
associagdo nao era a mesma da original. Além disso, Chang e Zhang (1992)
observaram menor redistribui¢do das caseinas com permanente manutencdo de
caseinas que foram solubilizadas, em resposta ao tratamento com CO,, aos
mesmos niveis observados nos leites carbonatados, quando o excesso foi

removido de um leite gaseificado a pH 5,8.

2.2.3.4. Utilizac@o de CO, em queijos e seus efeitos tecnologicos

Diversos efeitos podem ser visivelmente observados na tecnologia € no
produto final, quando se utiliza a pré-acidificacdo do leite para fabricacdo de

queijos. Dentre eles, varios autores tém relatado efeitos tecnoldgicos como
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diminui¢do do tempo de coagulacdo, aumento da firmeza da coalhada, maior
liberacao de soro, redu¢do da dose de coalho, melhor controle do processo e
alteragdes no rendimento (LOSS e HOTCHKISS, 2003).

A adicao de CO, por meios artificiais abaixa o pH do leite e resulta em
diminuicao do tempo de coagulagdo. Esse efeito pode ser usado para se obter o
mesmo tempo de coagulacdo com menor quantidade de coalho. A inje¢do de CO,
normalmente ¢ feita na linha de alimentagao do tanque de fabricacdo sendo que a
taxa de inje¢do e o tempo de contato com o leite antes de misturar o coalho tem
de ser calculados quando o sistema for instalado. Queijarias que utilizam o
diéxido de carbono relatam que a quantidade de coalho pode ser reduzida pela
metade sem efeitos adversos, o que seria uma grande vantagem do ponto de vista
econdmico (PAULA, 20006).

O aumento do célcio 16nico, em leites de diferentes espécies (cabra, ovelha
e vaca), devido a adicdo de CO, poderia explicar por que o leite submetido a tal
tratamento € mais apropriado para a coagulacdo. A remocao do CO, pela agitacao
do leite a pressao atmosférica resulta em maior concentragcdo de calcio 16nico que
no leite ndo carbonatado, melhorando, assim, a sua aptidao tecnoldgica para a
fabricag¢do de queijos (DE LA FUENTE et al., 1998).

Menor tempo total de fabrica¢dao foi observado por St-Gelais et al. (1997)
para queijo Cheddar fabricado com leite pré-acidificado com CO, até pH 6,56.
Nelson et al. (2004) também encontraram redu¢do no tempo total de fabrica¢ao
(15 min) e no tempo entre a adicdo de coagulante e a drenagem do soro (10 min)
para queijo Cheddar pré-acidificado com CO, até pH de 5,93. Calvo et al. (1993)
registraram redu¢do no tempo de coagulagdo enzimatica de 80 % em queijos
espanhois fabricados com leite pasteurizado, o pH do leite foi abaixado de 6,65
para 6,0 com adicdo CO,. Montilla et al. (1995), ao fabricarem queijo ibérico,
encontraram reducdo de 75 % na dose de coalho necessaria para a coagulacao no
leite com adi¢do de CO,, seguindo-se redu¢do da protedlise do queijo. Os queijos
ndo apresentaram diferencas nas caracteristicas sensoriais, € 0s autores
concluiram que queijos fabricados com os leites adicionados de CO, nao

apresentam problemas no rendimento, além de desenvolverem menor proteolise.
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Ruas-Madiedo et al. (1998a), na fabricacdo do queijo espanhol Afuega’l
Pitu, adicionaram CO, ao leite cru e armazenaram o leite por 4 dias em
temperatura de refrigeracao (4 °C), antes da pasteurizagdo. O tratamento com
CO, reduziu a protedlise durante os primeiros estdgios de fabricacao do queijo e
preveniu a diminui¢do do seu rendimento. A redugdo das proteases por conta da
diminui¢dao da multiplica¢do de bactérias psicrotroficas durante o armazenamento
do leite e a possivel redugdo na atividade da plasmina em funcdo do pH mais
baixo do leite podem ser as possiveis causas da prevencdo da perda de
rendimento.

Ruas-Madiedo et al. (2002) obtiveram reducdo de 60 % no tempo de
coagula¢do na fabricagdo de queijo Manchego, um queijo espanhol de massa
dura. O tratamento com CO, modificou os aspectos tecnologicos da producao: o
tempo de coagulagdo foi reduzido, a dureza da coalhada aumentou, porém, nao
houve diferenc¢a no rendimento, quando comparado ao queijo controle.

Dias e Gigante (2009), avaliando a influéncia da adicdo de CO, no leite
pasteurizado para fabricacdo de queijo Minas Frescal, em escala piloto,
observaram menor tempo de coagulagdo. Neste trabalho, a reducdo de 0,6
unidades de pH (de aproximadamente 6,8 para 6,2 no leite acidificado por meio
da adi¢do de acido lactico ou CO,) implicou na redugao de 80 % do tempo de
coagula¢do, o qual foi determinado empiricamente, quando a coalhada atingiu o
ponto de corte. Para a carbonatagdo do leite, o gas foi borbulhado por meio de
mangueira perfurada, a pressao atmosférica, at¢ obtencdo do pH desejado.

Ao avaliar o efeito da acidificagdo do leite com CO, sobre a dosagem de
coagulante empregado na fabricagdo de queijos, Silveria et al. (2009) observaram
que, em decorréncia da maior atividade da enzima, a redu¢do do pH para 6,6, 6,4
e 6,2 implicou na reducao da dosagem de coagulante em aproximadamente 33, 65
e 74 %, respectivamente.

Outro estudo avaliou a influéncia da acidificagdo do leite com CO; na
protedlise e maturacdo de queijo Cheddar. O didxido de carbono
(aproximadamente 1,6 g/L) foi adicionado ao leite refrigerado até obtencao de pH

de 5,9 a 31 °C. As condi¢des de fabricagdo foram mantidas iguais, incluindo a
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dosagem de coagulante. O teor de calcio do queijo tratado com CO, foi menor,
mas nenhuma diferenca no teor de umidade foi observada. O teor de CO, nos
queijos tratados (0,337 g/L) foi maior em relagdo ao controle (0,124 g/L) e foi
mantido ao longo de seis meses de maturagdo. Os indices de proteodlise ao longo
da maturagdo também foram mais altos nos queijos tratados. Esses altos indices
em queijos feitos com leite pré-acidificado com CO, podem ser explicados pelo
aumento da disponibilidade do substrato na fase aquosa, ou pelo aumento da
atividade da quimosina ou ainda por sua maior reten¢do na massa, dada a redugdo
do pH (NELSON, et al., 2004).

Chen e Hotchkiss (1991) avaliaram o efeito do uso de CO, dissolvido na
multiplicagdo de bactérias psicrotroficas em queijo cottage. O queijo foi
inoculado com 10° UFC/g de uma mistura de trés géneros de bactérias
psicrotroficas Gram-negativas, envasado em potes de vidro impermeavel e
estocado a 4 °C e a 7 °C por 80 dias. O CO, foi adicionado por dissolu¢ao no
dressing, antes da mistura com a coalhada. Nenhum crescimento foi detectado no
queijo tratado com CO, durante os 70 dias de armazenamento a 4 °C ou 30 dias a
7 °C. A boa aparéncia e o frescor foram mantidos por 80 dias a 4 °C e por 60 dias
a 7 °C. Durante os primeiros 10 dias de armazenamento a 7 °C ou 17 dias a 4 °C,
0 queijo ndo tratado apresentou contagem quatro vezes maior que O queijo
tratado. Esses dados indicam que o uso de CO, dissolvido pode efetivamente
inibir a multiplicagdo de bactérias Gram-negativas em queijo cottage com
embalagem impermeavel.

A literatura relata as propriedades e os efeitos tecnoldgicos da utilizagao
do CO, no leite e em produtos lacteos. Os estudos sobre o assunto,
principalmente em relacdo ao uso de CO, em tecnologia de queijos, sdo ainda
limitados. Observa-se que a literatura ainda pode avangar, principalmente com

relagdo a elucidacao dos efeitos benéficos da utilizacdo de CO, em queijos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizacéo

Os experimentos foram conduzidos em escala industrial nas dependéncias
do Laticinio Ita, em Itabirito, Minas Gerais. As andlises fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais foram realizadas nos laboratérios do Instituto de
Laticinios “Candido Tostes” da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas
Gerais (ILCT/EPAMIG). As andlises do perfil de textura (TPA) e das
propriedades reologicas foram realizadas nos laboratorios do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vicosa (DTA/UFV) e as
analises microestruturais foram realizadas no Nucleo de Microscopia e

Microanalise (NMM) da UFV.

3.2. Determinacéo do efeito do uso de CO, na fabricacdo dos queijos Minas
Frescal e Minas Padréo

Foram realizados dois experimentos, sendo um para o queijo Minas
Frescal e outro para o queijo Minas Padrdo. Para ambos os experimentos com os
queijos, utilizou-se o mesmo sistema ¢ as mesmas condi¢des de carbonatagdo

descritas a seguir.
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O fluxograma de fabricagdo dos queijos, os métodos para incorporagdo de
CO, e as modificagdes tecnologicas do processo foram definidos por meio de

testes preliminares realizados no nucleo industrial do ILCT/EPAMIG.

3.2.1. Delineamento estatistico

Os experimentos foram conduzidos em trés repeti¢cdes, no delineamento
inteiramente casualizado, em parcelas subdivididas, sendo o fator CO, alocado
nas parcelas e nos tempos de estocagem como subparcelas. Para ambos os
queijos, repetiu-se 0 mesmo delineamento, diferindo-se apenas as datas do tempo
de estocagem em que foram realizadas as analises. As analises estatisticas foram
processadas de forma semelhante.

As hipoteses de interesse foram:

1) As formas de incorporacao do CO, (tratamentos):

Ho: inje¢ao de CO, = adi¢do de 5% de agua carbonatada = controle (sem

COy);

2) As caracteristicas do produto durante o tempo de vida util (em dias de
estocagem):

Ho: 1 =10 =20 =30 =40 dias, para o queijo Minas Frecal; e,

Ho: 3 =30=60=90 = 120 dias, para o queijo Minas Padrao;

3) A interagdo entre os dois fatores de estudo CO, x Tempo

Ho: O comportamento das caracteristicas do produto ao longo do tempo ¢

0 mesmo para cada tratamento.

3.2.2. Analise dos resultados

Empregou-se a andlise de varidncia para verificar se existe diferenca entre
os trés tratamentos, o tempo de estocagem e a interacdo dos dois fatores. As
diferentes formas de incorporagdo de CO, e o controle foram comparados pelo

teste de Tukey. A resposta da varidvel ao longo do periodo de armazenamento foi
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avaliada por meio da andlise de regressdo. Para as varidveis que apresentaram
efeito significativo da interagdo (tratamento e Tempo) foi feito o desdobramento,
no qual se avaliaram as diferentes formas de incorporacdo de CO, e o controle
para cada tempo de estocagem e a tendéncia, via regressdao, em funcdo do tempo
de estocagem, para cada tratamento. As analises foram realizadas com o auxilio
do programa MINITAB, versdo 14 (STATISTICAL SOFTWARE. MINITAB INC.,
2003).

3.2.3. Osistema de injecéo e as condigdes de carbonatacédo

O leite foi pasteurizado em pasteurizador a placas (BRAS HOLANDA,
modelo 7500, Curitiba-PR, Brasil) a 72 °C por 15 segundos e resfriado para
32 °C, utilizando-se a regeneracdo do sistema. Um expansor de aco inoxidavel foi
inserido na tubulacdo de saida de leite pasteurizado, apos a secao de regeneragao
do pasteurizador. Um tubo retardador de ago inoxidavel, com uma valvula
sanitaria de controle de pressao inserida no final, foi adicionado ap6s o ponto de
injecdo de CO,, permitindo, pelo menos, 15 segundos de tempo de contato para
incorporagdo de CO, no leite pasteurizado. Um medidor de pressdo foi colocado
na linha logo antes da valvula de controle de pressdo. A quantidade de CO,
adicionada ao leite foi controlada em funcao da leitura de pH do leite no tanque
de fabricagdo, por meio da abertura ou do fechamento da valvula de controle de
fluxo de CO,, até obtencao de valores de pH na faixa de 6,30. A Figura 1 mostra
o desenho esquematico do sistema de carbonatacao utilizado no experimento.

O tratamento com adi¢cdo de dgua carbonatada foi realizado por meio da
incorporacdo de 5 % de agua carbonatada comercial (marca Crystal) sob o
volume de leite utilizado para a fabrica¢do do queijo (2,5 L para 50 L de leite). A
agua foi adicionada no leite no tanque de fabricacdo logo antes da adi¢do do

coagulante.
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Legenda:

1 — Pasteurizador 10 — Valvula de controle de fluxo de CO,
2 — Saida do pasteurizador 11 — Medidor de fluxo de CO,

3 — Injetor de CO, 12 — Mangueira para CO,

4 — Tubo retardador 13 — Valvula de bloqueio

5 — Manometro para leite 14 — Mandmetro de baixa pressao

6 — Valvula de controle de pressdo de leite 15 — Mandmetro de pressao da garrafa

7 — Tubo em ago inoxidavel 16 — Valvula redutora de pressdo

8 — Tanque de fabricagdo de queijos 17 — Valvula de bloqueio

9 — Valvula de retengao 18 — Garrafa de CO,

Figura 1 - Sistema de carbonatacao para leite utilizado no experimento.

3.2.4. Fabricacdo do queijo Minas Frescal

Para a fabricacdo do queijo Minas Frescal, foram utilizados 50 L de leite
pasteurizado e padronizado para 3,0 % (m/m) de gordura, ao qual foi adicionado
cloreto de célcio (Produtos Macalé LTDA), 25 mL da solu¢do a 40 % (m/v). O
leite, utilizado nos trés tratamentos, foi entdao acidificado lentamente com solucao
de acido latico (Produtos Macalé LTDA), 0,85 % (m/v), diluido a 1 % (10 mL da
solu¢do a 85 % m/v, diluida para 1,0 L de 4gua destilada), de modo a aumentar a

acidez em 0,02 g de 4cido latico por 100 mL de leite. A temperatura foi ajustada

27




para 35 °C e entdo se procedeu a coagulacdo, usando 1,5 mL de coagulante (Chy-
max M®, forca 950 IMCU/mL, Chr-Hansen) sendo mantida a mesma quantidade
de coagulante para os diferentes tratamentos. O tempo de coagulacdo foi
cronometrado desde a adi¢do do coagulante até que a coalhada apresentasse
firmeza suficiente para realizagdo do corte. Apds o tempo necessario para a
coagulacdo, a coalhada foi cortada lentamente, por meio de liras horizontal e
vertical, em cubos grandes (2 cm de aresta) e deixada em repouso por 5 min. O
processo de mexedura foi fixado em 20 min apds o inicio da mexedura da
coalhada. A massa foi entdo enformada em formas de Minas Frescal de 250 g, as
quais foram deixadas em repouso para o dessoramento € para a realizagcdo de trés
viragens, apos 10 min, 30 min ¢ 60 min. Os queijos foram entdo salgados em
salmoura a 20 % (m/v) de sal em temperatura de 10 °C a 12 °C por 40 min e
deixados na propria forma para a secagem a 7 °C e a 70 % de umidade relativa do
ar até¢ o dia seguinte, quando foram embalados em embalagens plasticas de
polietileno. O queijos foram armazenados em estufas tipo B.O.D (American Lab,
BOD AL200) a 5 °C £ 1 °C para a realizacao das analises nos tempos previstos.
Os queijos Minas Frescal foram fabricados conforme as etapas descritas

no fluxograma de fabricagdo da Figura 2.
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Leite pasteurizado padronizado para 3,0% de gordura

/

l

™~

TR1: Injecéo de CO,

TR2: Agua carbonatada

TR3: Controle

\ v

Controlido pH

Adicao de cloreto de calcio (25 mL/50 L)

Adicao de acido latico a 85%

(10 mL diluido para 1 L de agua para 50 L de leite)

Aguecimento a 35°C

v
Adicao de coagulagte (1,5mL/50L)

Acompanhamento do tempo de coagulacdo

Corte em gréos (2 cm de aresta) e repouso por 5 min

Agitacdo lenta da massa por 20 min

Enformagem em formas cilindricas de 250 g
Viragens dos queijos nos tempos: 10 min, 30 min e 60 min

Salga em salmoura com 20% de sal a 10-12°C por 40 min e secagem
em camaras a 7°C com 70% de URA

v

Embalagem e armazenamentoa5°C+1°C

Analises nos tempos: 1, 10, 20, 30 e 40 dias.

Fonte: Adaptado de FURTADO (2005b).

Figura 2 — Fluxograma de fabricag¢do do queijo Minas Frescal.

3.2.5. Fabricagao do queijo Minas Padrao

Para a fabricacdo do queijo Minas Padrdo, foram utilizados 50 L de leite
pasteurizado, padronizado para 3,0 % (m/m) de gordura e adicionado de cloreto
de calcio (Produtos Macalé LTDA), 25 mL da solugdo a 40 % (m/v). Foi entao
acrescentada dose normal (2,5 U) de fermento latico mesofilico (DVS, R-704",
Chr-Hansen, composto por: Lactococcus lactis ssp. Lactis e Lactococcus lactis

ssp. cremoris) e a temperatura ajustada para 35 °C. Deixou-se o leite em repouso
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por 20 min, e procedeu-se a coagulacdo, usando-se 1,5 mL de coagulante liquido
(Chy-max M®, forca 950 IMCU/mL, Chr-Hansen) para 50 L de leite, sendo
mantida a mesma quantidade de coagulante para os diferentes tratamentos. O
tempo de coagulagdao foi cronometrado desde a adicdo do coagulante até que a
coalhada apresentasse firmeza suficiente para realiza¢do do corte. Apds o tempo
necessario para a coagulacdo, a coalhada foi cortada lentamente em cubos médios
(1,0 cm a 1,5 cm de aresta) e deixada em repouso por cinco minutos. A primeira
mexedura foi fixada em 20 min, quando, entdo, iniciou-se a segunda mexedura
com aquecimento da massa com vapor indireto até 38 °C. O processo de
mexedura se prolongou até o ponto, que foi medido pela ligeira consisténcia dos
graos. O soro foi drenado e a massa foi pré-prensada, com duas vezes o seu peso
estimado, no proprio tanque de fabricacdo, por 15 min. Apos, o bloco de massa
foi cortado e enformado em formas cilindricas de 500 g, equipadas com
dessoradores no corpo e na tampa. Os queijos foram prensados por 30 min com
peso equivalente a 10 vezes o peso do queijo (5 kg) e, em seguida, foram virados
nas formas e recolocados na prensa, trocando-se a posi¢do dos queijos que
ficaram na parte superior para a inferior, € novamente foram prensados por mais
90 min com o mesmo peso. Ao final, os queijos foram virados e prensados
novamente, da mesma forma, porém, sem o uso do dessorador da forma, durante
20 min, quando os pesos foram retirados e os queijos deixados na propria prensa
até obtencao de pH 5,5. Para acompanhamento da evolucao do pH ao longo do
tempo de fermentacdo, durante a prensagem dos queijos, foi montada uma curva
de pH por tempo para os trés tratamentos estudados.

Apos a fermentagdo, os queijos foram levados imediatamente para a salga
em salmoura a 20 % (m/v) de sal em temperatura de 10 °C a 12 °C por 6 horas e
posteriormente foram deixados na secagem a 7 °C e a 70 % de umidade relativa
do ar até o dia seguinte, quando foram embalados em embalagens plasticas
termoencolhiveis a vacuo. Os queijos foram armazenados em camara fria a
10 °C £ 2 °C, para a realizacao das andlises nos tempos previstos.

Os queijos Minas Padrao foram fabricados conforme as etapas descritas no

fluxograma de fabricacao da Figura 3.
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Leite pasteurizado padronizado para 3,0 % de gordura

TR1: Injecdo de CO;, TR1: Injecéo de CO, TR3: Controle

~. | —

Controle do pH

Adicéo de cloreto de calcio (25 mL/50 L)

Adicao de fermento mesofilico 2,5 U (DVS, tipo “0”)
Aquecimento a 35°C e pré-maturagéo por 20 min
Adicéo de coagulante (1,5 mL/50 L)
Acompanhamento do tempo de coagulacéo
Corte em grédos (1 a 1,5 cm de aresta) e repouso por 5 min
Agitacdo lenta por 20 min
Agitac¢do com aquecimento il"C a cada 2 min) até 38°C
Obtencdo do ponto
Dessoragem e pré-prensagem com o dobro do peso de massa por 15 min
Enformagem em formas cilindricas 500 g (com dessorador)

Prensagens: com 10 vezes o peso do queijo: 30 min, 90 min e 20 min
Fermentagao até pH 5,5

Salga em salmoura com 20% de sal a 10-12°C por 6 h e secagem
em cdmaras a 7°C com 70% de URA

Embalagem termoencolhivel a vacuo e armazenamento a 10 °C + 1 °C

Andlises nos tempos: 3, 30, 60, 90 e 120 dias.

Fonte: Adaptado de FURTADO (2005b).

Figura 3 — Fluxograma de fabricacao do queijo Minas Padrao.

3.2.6. Analises fisico-quimicas do leite e do soro

As analises de pH, teor percentual de gordura (m/m), sélidos totais (m/m),

proteina (m/m), acidez tituldvel (m/v) e densidade a 15 °C do leite e do soro de

leite foram realizadas de acordo com os métodos descritos na Instrucdo
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Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006). Todas as analises

foram realizadas em duplicata.

3.2.7. Analises fisico-quimicas dos queijos

As andlises de composicdo centesimal foram realizadas com um dia de
estocagem para o queijo Minas Frescal e aos trés dias de estocagem para os
queijos Minas Padrdo. As analises de pH, umidade e extensdo e profundidade da
proteolise foram realizadas nos tempos de 1, 10, 20, 30 e 40 dias de estocagem
para o queijo Minas Frescal e nos tempos de 3, 30, 60, 90 e 120 dias de
estocagem para o queijo Minas Padrdo. As andlises fisico-quimicas dos queijos
foram realizadas segundo as metodologias:

e pH, teores percentuais de umidade e sélidos totais (m/m), gordura (m/m),
cloreto de s6dio (m/m) e residuo mineral fixo (m/m) dos queijos foram
realizadas de acordo com os métodos descritos na Instru¢ao Normativa n°® 68,
de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006).

e Teores percentuais (m/m) de nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6 e
nitrogénio soluvel em TCA a 12 % (m/v) foram obtidos pelo método Kjeldahl,
conforme descrito por Pereira (2001), para se calcular:

» Teor percentual (m/m) de proteina: com base no teor de nitrogénio total.
O fator utilizado foi 6,38.

» indice de extensdo de proteolise (relagdo % de NS 46/ NT);

» indice de profundidade de proteolise (relacao % de NS 1ca 120, / NT);

e Teor percentual de calcio inorganico total (soluvel em TCA, %, m/m) foi
determinado por espectrofotometria de absor¢do atomica (SILVA e
QUEIROZ, 2002).

e Teor de GES ou percentual de gordura no extrato seco (relagdo % de teor de

gordura / EST).
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3.2.8. Analise do rendimento de fabricacéo

Os resultados obtidos das andlises fisico-quimicas dos leites, soros de leite
e queijos e da pesagem da produgdo final apdés um dia de fabricacdo foram
utilizados para o célculo das varidveis de rendimento de fabricacdo segundo

metodologia descrita por Furtado (2005):

e Percentual de cifra de transicdo de gordura no soro de leite pelo método

técnico, de acordo com a Equacao 1:

Perda de gordura (%) = (kgl —P) Gsx 100/ (kgl/ DI)GlxDs (1),
em que
Ds = densidade a 15 °C do soro de leite;
DIl = densidade a 15 °C do leite;
Kgl = quilos de leite;
Gl = porcentagem de gordura no leite;
Gs = porcentagem de gordura no soro de leite;

P = produgdo de queijos (kg).

e Percentual de cifra de transi¢ao de proteina no soro pelo método empirico, de

acordo com a Equagdo 2:

Perda de proteina (%) =Psx100/ Pl  (2),
em que
Ps = porcentagem de proteina do soro de leite;

Pl = porcentagem de proteina do leite.

e Percentual de cifra de transicdo de proteina no soro pelo método técnico, de

acordo com a Equacao 3:

Perda de proteina (%) = (kgl = P) x Ps x100 / (kgl/ DI)P1x Ds  (3),

33



em que
Ds = densidade a 15 °C do soro de leite;

DIl = densidade a 15 °C do leite;

Kgl = quilos de leite;

PI = porcentagem de proteina no leite;

Ps = porcentagem de proteina no soro de leite;

P = produgdo de queijos (kg).

e Aproveitamento de solidos no queijo em relagao a cada litro de leite trabalhado

ou Coeficiente GL (g ST/L), de acordo com a Equacao 4:

gST/L=STxPx10/V (4),

em que
ST = porcentagem de solidos totais do queijo;
P = produgao de queijos (kg);

V = volume de leite (L).

e Rendimento em litros de leite por quilo de queijo ajustado (L/kg A), de acordo

com a Equacao 35:

L/kg A=V (100-UP)/PxST (5),

em que
V = volume de leite (L);

UP = porcentagem de umidade comum pretendida fixada em 60 % (m/m) para o
queijo Minas Frescal e 49 % (m/m) para o queijo Minas Padrao;

ST = porcentagem de s6lidos totais do queijo.
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3.2.9. Analises microbiologicas

As contagens de Staphylococcus aureus, contagens de Listeria
monocytogenes e contagens de Salmonella sp. foram realizadas apds um dia de
estocagem para o queijo Minas Frescal e apos 3 dias de estocagem para o queijo
Minas Padrdo. As contagens padrdo, coliformes a 30 °C e fungos filamentosos e
leveduras foram realizadas no leite e nos queijos Minas Frescal em todos os
tempos determinados. Para o queijo Minas Padrao, foram realizadas as mesmas
contagens, excetuando-se apenas a contagem padrdo, devido a adicdo de
fermento lacteo.

As contagens microbiologicas: contagem padrdo, coliformes a 30 °C,
fungos filamentosos e leveduras e S. aureus foram realizadas, utilizando-se as
técnicas de contagem em placas Petrifilm, de acordo com a metodologia e
material, citados a seguir, e com os procedimentos determinados pelo fabricante,

sendo ambos indicados para analises em leite e queijos (PARK, 2004):

e (Contagem padrio de microrganismos aerdbios facultativos e anaerdbios
estritos — Petrifim Aerobic Count Plate, 3M, NM-USA, Contagem de
Aerobios (AOAC — 990.12 — Contagem de Aerobios em alimentos, Filme
Reidratavel Seco);

e Contagem de coliformes a 30 °C — Petrifim E.coli/Coliform Count Plate, 3M,
NM-USA (AOAC 991.14 — Contagem de Coliformes ¢ E. coli em alimentos,
pelicula Reidratavel Seca);

e Contagem de fungos filamentosos ¢ leveduras — Petrifim Yeast and Mold
Count Plate, 3M, NM-USA (AOAC 997.02 — Contagem de Bolores e
Leveduras em Alimentos, Filme Reidratdvel Seco — Método Petrifilm)

e Contagem de Staphylococcus aureus — Petrifim Staph Express Count Plate,
3M, NM-USA (AOAC 2003.08 — Método para Contagem de Staphylococcus
aureus em Laticinios);

e Contagem de Listeria monocytogenes (American Public Health Association -
APHA, 2004);
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e Contagem de Salmonella sp. (American Public Health Association - APHA,
2004).

3.2.10. Analise sensorial

Foi realizado teste de aceitagao sensorial, utilizando-se a escala hedonica
de nove pontos, conforme apresentado na Figura 4. (CHAVES e SPROESSER,
1996; MINIM, 2006). As avaliacdes foram realizadas no Laboratorio de Analise
Sensorial do ILCT/EPAMIG. Os testes foram conduzidos em cabines individuais,
sob luz branca. As amostras foram apresentadas de maneira casualizada e
balanceada, em temperatura ambiente (25 °C), devidamente codificada com
numeros aleatorios de trés digitos, em pratos descartaveis, contendo
aproximadamente 30 g de cada amostra de queijo. Para avaliar a influéncia dos
tratamentos na preferéncia dos consumidores foi realizado também o teste de
ordenacdo (Figura 4) e as amostras foram apresentadas de forma semelhante ao
teste de aceitacdo, segundo metodologia descrita por Minim (2006). As
avaliagoes foram realizadas por 30 provadores ndo-treinados, durante os tempos
de estocagem: 3, 10, 20, 30, 35 e 40 dias para o queijo Minas Frescal e nos

tempos: 3, 30, 60, 90 e 120 dias para o queijo Minas Padrao.
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ESCALA HEDONICA / ORDENACAO
Nome: Data: / /

Por favor, avalie as amostras utilizando as escalas abaixo para descrever o quanto vocé gostou
ou desgostou do produto. Marque a posi¢ao da escala que melhor reflita seu julgamento. Em seguida,
ordene-as de acordo com sua preferéncia. Atribua o nimero 1 para a amostra mais preferida, 2 para a
segunda mais preferida e assim sucessivamente. Entre cada avaliagdo, enxague a boca com dgua e espere

30 segundos.

Cédigo da amostra; Cadigo do wmoatro Codign da amostra

[ 1 Gostel extremmaments

[ 7 Gostei muito

[ 7 Gosteimoderadatmente

[ 7 Gostei ligeitamente

[ 3 Indiferente

[ 1 Desgostel igeraments

[ 1 Desgostei moderadamente
[ 7 Desgoatel muita

[ 7 Gostei extretmamente

([ ) Gosteimuito

[ ) Gostei moderadamento

[ ) Gosteiligeiramente

[ ) Indiferente

([ 3 Desgostei igeiramente

{ 3 Desgpstei moderadamente
1 Desgosted muito

[ ) Gostei extremaments
[ ) Gosted muito
[ ) Gostei moderadamente
[ ) Gostei ligeitammente
[ 0 Indiferente
[ ) Desgpstel igettaments
1 Desgostel moderadamente

(
[ ) Desgoated mudta
(

{ ) Desgostei extremamente { 3 Desgpsted extremamerte ) Desgpsted extremamente

Crderm de preferdncia Otrdem de preferneia; Crderm de preferdncia

Observacoes:

Figura 4 — Modelo de ficha de avalia¢do para os testes de aceitacdo e preferéncia,
adaptado de Minim (2006).

3.2.11. Analise microestrutural

As andlises microestruturais foram realizadas no Nucleo de Microscopia e
Microanalise (NMM) da UFV. As amostras de queijo Minas Frescal e Minas
Padrao foram preparadas para a microscopia eletronica de varredura (MEV), de
acordo com a metodologia utilizada por Lobato-Calleros et al. (2002) e Freire
(2009), com modificagdes. Amostras cilindricas de 0,5 cm de diametro e de altura
foram fixadas em solug¢do tampdo de glutaraldeido 2 (%) por seis horas,
desidratadas em solugdes com concentragdo etandlica crescente: 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 % e 100 %, por um periodo de tempo de permanéncia em cada
solucao de 30 min e, por fim, colocadas em acetona por uma hora. Na sequéncia,

as amostras foram levadas ao secador de ponto critico (marca Bal-Tec modelo
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CPD 030). Cada amostra seca foi partida manualmente ¢ montada nos Stubs
(suportes porta-amostra do microscopio) com a parte fraturada voltada para cima,
e entdo foram levadas ao pulverizador de ouro (Electron Microscopy Sciences
modelo 550x) e recoberta com uma camada de ouro para evitar o colapso da
superficie. Um microscopio eletronico de varredura (Leo modelo 1430 VP,
Cambridge, Inglaterra), operando com 15 kV, foi utilizado para visualizacdo das

amostras na magnitude entre 1.000 e 2.000 vezes.

3.2.12. Analise reoldgica

Foram realizadas andlises reologicas e de perfil de textura somente para os
queijos Minas Frescal, pois, durante os testes preliminares, identificaram-se
diferengas visualmente detectaveis em relagdo as propriedades mecanicas e
reologicas desses queijos.

As andlises para a determinacdo das propriedades reologicas dos queijos
Minas Frescal foram realizadas no Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa. Foi utilizado um redmetro oscilatéorio HAAKE
MARS (Modular Advanced Reometer System, Thermo Electron Corp.,
Alemanha), equipado com um banho termostatico (Phoenix 2C30P, Thermo
Electron Corp., Alemanha), utilizando-se o sensor de placas paralelas serrilhadas
de 20 mm de diametro (PP 20S) para todas as amostras.

As andlises dos queijos foram realizadas apos 1, 2, 3, 4 ¢ 5 semanas de
estocagem a temperatura de 5 °C, em trés repeticOes. Antes das analises
reologicas, as amostras foram mantidas em repouso, no sensor, por cinco minutos
para estabiliza¢do da temperatura e rearranjo estrutural a exatamente 5 °C. Uma
nova amostra foi utilizada em cada ensaio.

A regido de viscoelasticidade linear de cada formulagdo foi determinada
por meio da aplicacdo de uma varredura de tensdo entre 1 Pa e 500 Pa a
frequéncia constante de 1 Hz. Para o teste oscilatério, foi utilizado um valor de

tensao dentro do intervalo de viscoelasticidade linear (20 Pa).
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No teste oscilatorio, foi aplicada uma varredura de frequéncia (0,01 Hz a
10 Hz) a uma tensdo constante ¢ os valores dos componentes elastico (G’) e
viscoso (G’’) e tan & (G’’/G’) foram calculados usando o software Haake
RheoWin Data Manager.

Também foi realizada uma varredura de temperatura (de 5 °C a 85 °C), a
frequéncia de 1 Hz a 1,5 °C/min, para verificar o comportamento viscoelastico
dos queijos Minas em funcao da temperatura.

Para as analises estatisticas dos resultados, utilizou-se o valor de G’, G’’ ¢

tan o a frequéncia de 1 Hz (Juan et al., 2007).

3.2.13. Analise do perfil de textura (TPA)

As analises para a determinagdo do perfil de textura do queijo Minas
Frescal foram realizadas no Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vicosa. Para a andlise do perfil de textura, foi utilizado o
Instron Universal Testing Machine, modelo 3367 (Instron Ltd., Norwood,
Massachusetts, EUA). As condicoes de trabalho foram: pré-teste, teste e pds-teste
nas velocidades de um mm/s, com distancia de compressdao de 40 % 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 (25 mm de didmetro e 25 mm de altura) que foram colhidas
aleatoriamente do queijo inteiro. 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 for¢a (N) x tempo (s) obtidos durante os ensaios.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito do uso de CO; na fabricacéo de queijo Minas Frescal

Para determinagao dos efeitos do uso de CO, na fabricacdo dos queijos
Minas Frescal, os resultados das andlises realizadas neste experimento estdo

descritos e discutidos a seguir.

4.1.1. Composicao fisico-quimica do leite

Os resultados da composi¢do fisico-quimica média do leite utilizado nas
fabricacdoes dos queijos Minas Frescal dos trés tratamentos encontram-se na
Tabela 1. Para Fox e Mc Sweeney (1998), a importancia da composicao do leite
esta relacionada a coagulacdao enzimatica, firmeza da coalhada, sinérese e textura

do queijo.
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Tabela 1 — Composigao fisico-quimica média do leite utilizado para a fabricagado
do queijo Minas frescal

Tratamentos
Variaveis ) CO; Agua ,Ca_lrbonatada Qontrole
(média + DP) (média + DP) (média £ DP)
Gordura (%, m/v) 3,00+0,00 g 3,03+0,10 a 3,03+0,10 a
EST (%, m/v) 11,58+0,21 g 11,60 £ 0,20 a 11,63+0,10 g
Proteina (%, m/v) 3,53+0,08 a 3,54+ 0,06 a 3,54+0,06 a
Densidade (g/mL) 1,0309 + 0,0008 4 1,0306 +£0,0003 a 1,0310+0,0004 5
Acidez* (%, m/v) 022+0,014 p 0,15+ 0,013 a 015+0,013 g
pH 6,36 + 0,08 b 6,88 + 0,04 a 6,88+ 0,06 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
DP = Desvio Padrdo; EST = Extrato Seco Total; * = % de compostos acidos expressos como acido latico.

O leite utilizado para a fabricacao dos queijos Minas Frescal dos diferentes
tratamentos apresentou composi¢do fisico-quimica similar na maioria dos
constituintes analisados. Esse fato pode ser atribuido ao uso do mesmo leite de
conjunto que foi estocado sob refrigeragdo em um tanque isotérmico, tipo silo, de
cinquenta mil litros. O leite do tratamento com adi¢do de agua carbonatada foi
analisado antes da incorporacao da mesma e por isso apresenta composi¢cao muito
parecida com a do leite do tratamento controle. O leite do tratamento com injecao
de CO, foi analisado ap6s o processo de injegao de CO,, pelo fato de o gas ser
adicionado no leite a 32 °C na linha de leite pasteurizado, logo apos a sessao de
resfriamento do pasteurizador. A injecdo do CO; no leite resultou em diferencas
significativas (p<0,05) na acidez tituldvel e pH, em relagdo ao leite utilizado para
os demais tratamentos, que, por sua vez, nao diferiram entre si. O pH final do
leite, na faixa de 6,36, foi atingido pela incorporacao do gas CO, diretamente no
leite pasteurizado sob pressdo. A adi¢do de didxido de carbono para acidificagdao
do leite até valores de pH proximo a 6,0 foi utilizada para inibir a multiplicagao
de microrganismos esporulados em leite cru antes da fabricacdo de queijos
(CALVO etal., 1993; McCARNEY et al., 1995).

Ao avaliar a influéncia da adi¢do de CO, sobre as caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas do queijo Minas Frescal, Dias (2009) obteve valores
de pH de 6,83 para o leite controle, 6,24 para o leite pré-acidificado com 4cido

latico e 6,27 para o leite pré-acidificado por meio do borbulhamento de CO,.
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4.1.2. Composicao fisico-quimica dos queijos apos a fabricacéo

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos queijos Minas Frescal dos

trés tratamentos encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Composigdo fisico-quimica média dos queijos Minas Frescal dos
diferentes tratamentos

Tratamentos
Variaveis ) QOZ Agua pgrbonatada Cpptrole
(média + DP) (média + DP) (média £ DP)
Umidade (%, m/m) 62,09+1,68 a 63,55+0,86 a 6423+0,92 a
Gordura (%, m/m) 18,25+ 1,74 b 15,88 £0,32 a 16,19+ 0,69 ab
GES 48,12 + 3,73 b 43,56 £ 0,61 a 4526+1,49 ab
NaCl (m/m) 1,80+021 a 1,79+0,15 a 1,70+£0,28 a
S/U (%, m/m) 2914038 a 2,83 £0,28 a 2,65+0,43 a
RMF (%, m/m) 348+025 a 3,52+0,23 a 386+028 a
Proteina (%, m/m) 16,81+1,81 a 15,20 + 0,80 a 1540+0,52 a
pH 6,24 + 0,09 b 6,36 £0,08 ab 6,40 £+ 0,05 a
Calcio inorganico total (%o, m/m)  0,39+0,03 a 0,39 + 0,03 a 0,42 + 0,04 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. DP =
Desvio Padrao; GES = Gordura no Extrato Seco; S/U = Sal na Umidade; RMF = Residuo Mineral Fixo.

Os queijos dos tratamentos com injecao de CO, e controle, quanto ao teor
de gordura no extrato seco (GES) e ao teor de umidade, de acordo com o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos e com a Instrugdao
Normativa nimero 04 de 2004, classificam-se em queijo gordo e de muito alta
umidade. J4 o queijo adicionado de 4gua carbonatada apresentou teor de gordura
no extrato seco inferior, sendo, portanto, classificado como queijo semigordo e
também de muito alta umidade (BRASIL, 1996 e BRASIL, 2004).

A classificagdo como queijo de muito alta umidade exige que o seu teor
ndo seja inferior a 55% (m/m). Para todos os tratamentos, o teor de umidade dos
queijos foi superior a 60 % (m/m). Os queijos Minas Frescal encontrados no
mercado normalmente apresentam teores de umidade superiores a 60 % (m/m), o
que ¢ preferido pelas induastrias brasileiras que buscam alcangar maior
rendimento de fabricagdo, em litros por kg de produto. Devido a esse elevado teor

de umidade, o teor de lactose residual presente no queijo também ¢ muito alto, o
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que favorece a multiplicagdo de bactérias deterioradoras mesmo durante a sua
estocagem refrigerada. Sendo assim, a sua vida util € curta e o seu consumo deve
ser rapido.

Os resultados de teor de umidade encontrados para este experimento foram
muito proximos aos resultados encontrados por Dias e Gigante (2009), ao
avaliarem o efeito da pré-acidificacdo do leite com CO, no rendimento e nas
caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas Frescal. Esses autores
encontraram valores de umidade de 63,02 % (m/m) para os queijos controle
(adicionados de cultura latica), 57,44 % (m/m) para os queijos obtidos a partir do
leite pré-acidificado com acido latico e 57,62 % (m/m) para o queijo tratado com
CO, (pH 6,21). A menor umidade obtida no queijo tratado com CO, foi
justificada em fun¢do da maior sinérese do codgulo no tanque de fabricacao.

Com relagdo ao teor de gordura a analise de variancia, indicou diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos. Os queijos do tratamento com injecao
de CO, apresentaram teor de gordura superior em relagdao ao queijo do tratamento
com adicao de agua carbonatada, no entanto, ambos os tratamentos nao diferiram
(p>0,05) do tratamento controle. Essa diferenca influenciou, da mesma forma, no
teor de gordura em relacdo ao estrato seco total (GES). Esse fato pode ter
decorrido da maior perda de gordura no soro do queijo tratado com adi¢cdo de
agua carbonatada. No caso do queijo tratado com inje¢ao de CO,, o menor pH do
leite antes da coagulacao pode ter permitido a formagao de uma coalhada mais
firme e com melhores condigdes de aprisionamento dos constituintes como a
gordura. No entanto, na Tabela 3, demonstra-se que a perda de gordura no soro
foi estatisticamente nao significativa. Essa auséncia de diferenga significativa no
teor de gordura do soro pode ser explicada por ele ter sido coletado para a analise
aos 15 min apds o corte da coalhada, ndo representando a composi¢do real ao
final do processo.

A andlise de variancia também indicou diferenga significativa (p<0,05) em
relagdo a variavel pH para os tratamentos utilizados. O pH do queijo do
tratamento controle foi maior (p<0,05) em relagdo ao do queijo do tratamento

com inje¢do de CO,. No entanto, o pH de ambos os tratamentos ndo diferiram
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significativamente (p>0,05) do pH dos queijos com adi¢do de agua carbonatada.
Esse comportamento pode ser explicado pela propria presenca de acido carbonico
proveniente da dissolugdo CO; no leite.

Dias e Gigante (2009), ao avaliarem a influéncia da adi¢do de CO, no leite
pasteurizado para fabricacdo de queijo Minas Frescal, em escala piloto,
encontraram diferenca de pH, umidade, gordura, sal na umidade e residuo
mineral fixo entre queijos tratados com CO; e os queijos do tratamento controle
(com adicdo de cultura latica). Esses autores encontraram valores de pH de
6,32 % m/m, umidade de 57,62, gordura de 22,67 % m/m, sal na umidade de
2,76 % m/m e residuo mineral fixo de 2,76 % m/m para os queijos tratados com
CO, que foram diferentes em relagdo aos encontrados para os queijos do
tratamento controle. Este apresentou valores de pH de 5,77 % m/m, umidade de
63,02, gordura de 19,10 % m/m, sal na umidade de 2,44 % m/m e RMF de 3,25
% m/m.

No presente trabalho, ndo foi encontrada diferenca significativa (p<0,05)
no teor de proteina, umidade, sal (NaCl), sal na umidade, residuo mineral fixo e
calcio total. A maior diferenga entre o queijo tratado com inje¢do de CO, em
relagdo aos demais foi o pH final de 6,24 em comparacdo com 6,36 para o

tratamento com adicao de 4gua carbonatada e 6,40 para o tratamento controle.

4.1.3. Composicao fisico-quimica do soro

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos soros obtidos das
fabricagdes dos queijos Minas Frescal dos diferentes tratamentos encontram-se na
Tabela 3.

A composic¢do fisico-quimica média dos soros dos queijos Minas Frescal
dos diferentes tratamentos variou (p<0,05) em relacdo ao pH, acidez tituldvel e
proteina. O soro proveniente da fabricacdo com inje¢dao de CO, apresentou menor
pH e maior acidez tituldvel do que aqueles resultantes dos tratamentos com

adicao de agua carbonatada e controle, que, por sua vez, ndo diferiram entre si. A

44



diminuicdo do pH e o consequente aumento na acidez tituldvel podem ser

atribuidos a presencga de CO, no soro.

Tabela 3 — Composicao fisico-quimica média dos soros de leite obtidos dos
queijos Minas Frescal dos diferentes tratamentos

Tratamentos
o Al rbon ntrol
Variaveis (méd?ao + DP) gl(Jril]éSj?aTDagfl i (m(égiat ¢O|§P)
pH 6,30 £ 0,08 b 6,47 +0,07 A 6,57 +£0,08 a
Acidez* (%, m/v) 0,14 + 0,015 b 0,11 + 0,008 A 0,11 +0,013 a
EST (%, m/v) 5,66 +0,21 a 492 +£0,78 A 5,56 +£0,59 a
Gordura (%, m/v) 0,16 £ 0,05 a 0,20 £ 0,06 A 0,17 £0,05 a
Densidade (g/mL) 1,0262 +£0,0013 a 1,0252 +£0,0017 A 1,0252 +£0,0019 a
Proteina (%, m/v) 0,74 £ 0,02 b 0,79 £ 0,02 A 0,83 £ 0,06 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. DP =
Desvio Padrdo; EST = Extrato Seco Total; * = % de compostos 4cidos expressos como acido latico.

O teor de proteina presente no soro foi menor para o tratamento com
injecdo de CO, em relagdo aos demais tratamentos, que, por sua vez, também nao
diferiram entre si. Esse fato pode ser explicado pela maior adsor¢ao e retengdo
desse constituinte, por causa do menor pH da coalhada obtida de leite tratado
com inje¢ao de CO,. Esse fato pode ser constatado pelas diferengas encontradas
posteriormente no estudo de porcentagem de perda de proteina pelos métodos
empirico e técnico. Para os outros aspectos fisico-quimicos, a diferenca nao foi
significativa (p>0,05).

Os valores obtidos para a composi¢do fisico-quimica do soro do queijo
Minas Frescal tratado com injecdo de CO, no leite foram inferiores, exceto para
acidez titulavel, aos valores encontrados por Dias e Gigante (2009) que
obtiveram médias de pH de 6,43, acidez titulavel de 0,15 (%, m/v), EST de 6,81
(%, m/v), gordura de 0,56 (%, m/v) e proteina de 1,08 (%, m/v) ao avaliarem o
efeito da pré-acidificacdo do leite com CO, (at¢ pH 6,21) no rendimento e nas
caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas Frescal. Os mesmos autores nao
encontraram diferengas no teor de proteina presente nos soros. No entanto, foram
encontradas diferengas em relacdo ao teor de gordura que foi menor no

tratamento com CO,, em relacdo ao tratamento controle. Nelson et al. (2004),
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avaliando o impacto da acidificacdo do leite com CO, na composi¢do € no
rendimento de queijo Cheddar, relataram valores médios de pH de 6,3, acidez de
0,13 % (m/v), EST de 6,28 % (m/v), gordura de 0,68 % (m/v), proteina de 0,80 %
(m/v) e densidade de 1,0249 (g/mL).

4.1.4. Analise de rendimento

Na Figura 5 sdo mostrados os resultados dos diferentes métodos de

avaliagdo de rendimento, utilizados no experimento para o queijo Minas Frescal.
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Letras iguais indicam médias semelhantes a 5 % de probabilidade pelo teste Tukey.

Figura 5 — Métodos de avaliagdo de rendimento utilizados no experimento para o
queijo Minas Frescal.

A analise de variancia ndo indicou diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05) em relacdo as variaveis “Porcentagem de perda de gordura pelo método
técnico”, “Coeficiente GL” e “Rendimento Ajustado” para os tratamentos. No
entanto, a analise de variancia registrou efeito significativo (p<0,05) entre os
tratamentos para as variaveis “Porcentagem de perda de proteina pelo método

empirico” e “Porcentagem de perda de proteina pelo método técnico™.
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O tratamento com inje¢do de CO, apresentou porcentagem de perda de
proteina mais baixa (p<0,05), tanto pelo método empirico como pelo método
técnico, em relacdo aos demais tratamentos, que, por sua vez, ndo diferiram entre
si. Esse decorreu, provavelmente, de melhor formacdo da coalhada, o que
permitiu maior aprisionamento desse constituinte. Porém, para os indices Perda
de gordura pelo método técnico, Coeficiente GL (g ST/L) e Rendimento Ajustado
(L’kg A), o tratamento com injecdo de CO, ndo diferiu significativamente
(p>0,05) quando comparado aos demais tratamentos. Esse comportamento pode
ser explicado pelo menor pH da coalhada no tratamento com injecao de CO,, o
que aumentaria o seu dessoramento durante as etapas de enformagem, viragem,
salga e secagem, resultando em menor peso final da producdo, visto que essas
variaveis levam em conta a quantidade de queijo produzida (produgdo final).
Outro fator importante que deve ser levado em conta € o tempo de mexedura, que
foi 0 mesmo para ambos os tratamentos no experimento com o queijo Minas
Frescal.

Tendo em vista estes resultados, uma alternativa para melhorar os indices
de rendimento seria estudar a possibilidade de redug¢do do tempo de corte da
coalhada juntamente com a diminuicdo do tempo de mexedura, visando
contrabalancear o maior dessoramento do queijo tratado com inje¢do de CO,, o
que diminuiria a dessoragem dos queijos. A possibilidade de redugdo do tempo
para a realizagcdo do corte da coalhada e do tempo de mexedura poderia otimizar
ainda mais o processo de fabricacdo dos queijos, o que seria muito interessante
do ponto de vista tecnologico e econdmico.

Dias e Gigante (2009) ndo observaram diferengas significativas em relagao
a recuperacao de proteina entre os tratamentos com pré-acidificacao do leite com
acido latico ou CO, (pH 6,20) e em relagdo ao tratamento com adi¢ao de cultura
latica. No entanto, observou-se diferenca significativa com maior perda de
gordura no soro do queijo fabricado com adi¢do de cultura latica, indicando que a
pré-acidificacdo do leite tanto com acido latico ou com CO, ajudou na formagao
da coalhada com menores perdas desse componente. Contudo, mesmo com essa

diferenca, os rendimentos dos queijos também nado foram afetados.
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4.1.5. Efeito do uso de CO, nos tempos de fabricacdo

Na Tabela 4, sdo mostradas as médias dos tempos de fabricagdo para os

diferentes tratamentos utilizados.

Tabela 4 — Médias dos tempos durante a fabricagdo para os diferentes tratamentos
para o queijo Minas Frescal

Tempo gasto Reducdo do tempo (min)  Redugéo do tempo (%)
Etapas da (min) Tratamento vs. Controle Trat. vs. Controle
fabricacao CO, Agua Controle Agua Agua
(média+ Carbonatada  (médiaz CO, Carb d CO, Carb d
DP) (média + DP) DP) arbonatada arbonatada
Coagulaglo 17,3, 25134 29+2a 12 4 42 16
Tempo total
de 40£3 b 47+3a 52+2a 12 5 24 10
fabricacdo

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
DP = Desvio Padréo.

O tempo entre a adicdo de coagulante e o corte da coalhada foi 42 %
menor para o tratamento com CO, e 16 % menor para o tratamento com adi¢ao de
agua carbonatada, em comparagdo ao tratamento controle, conforme apresentado
na Tabela 4. Sendo assim, o CO, diminuiu o tempo gasto para a fabricacdo do
queijo Minas Frescal. Esse fato pode ser explicado pelo menor pH do leite antes
da coagulagdo, que se aproximou do pH 6timo de atuagao da enzima coagulante e
melhorou a sua atuagao, resultando em maior firmeza da coalhada e reduzindo o
tempo de coagulacdo. Um fator importante a ser considerado ¢ a quantidade de
calcio solivel que pode ser maior no leite tratado com CO,. Quanto maior a
quantidade de célcio soluvel presente no meio, mais rapida serd a formacao do
coagulo e maior a sua firmeza. O menor pH do leite também favorece o aumento
da velocidade de agregagdo das micelas, aumentando a firmeza do gel durante a
coagulacdo. Esse aumento na agregacdo micelar decorre da diminuicdo da
estabilidade das micelas por neutralizagdo das cargas negativas e pela difusdao de
fosfato de calcio intramicelar para a fase continua, aumentando a disponibilidade

de ions calcio em solugao (FOX et al., 2000).
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O tempo total de fabricacdo também foi consideravelmente menor com o
leite pré-acidificado com injecao de CO, (reducdo de 24 %), principalmente por
causa da diminui¢do no tempo coagulacdo, como pode ser observado na Tabela .
Menor tempo total de fabricacdo também foi observado por St-Gelais et al.
(1997) para queijo Cheddar fabricado com leite pré-acidificado com CO, (pH
6,56). Entretanto, eles relataram um tempo similar do corte até a drenagem do
soro em relagdo ao tratamento controle e 30 min menos no tempo de
cheddarizagdo. Nelson et al. (2004) também encontraram menor tempo total de
fabricag¢do (15 min) e menor tempo entre a adicdo de coagulante e a drenagem do
soro (10 min) para queijo Cheddar pré-acidificado com CO, até pH de 5,93.

Para alguns autores (MONTILLA et al., 1995; St-GELAIS et al., 1997),
leites pré-acidificados com CO,, para pH de 6,0 e 6,56, respectivamente,
coagulam de maneira similar aos controles, porém, com 75 % e 30 % menos
coagulante, respectivamente. A reducdo do tempo de coagulacdo também foi
observada por Calvo et al. (1993) que registraram reducdo no tempo de
coagulacdo enzimdatica de 80 % em queijos espanhodis fabricados com leite
pasteurizado, o pH do leite foi abaixado de 6,65 para 6,0 com adicdo de CO,.
Ruas-Madiedo et al. (2002) obtiveram redu¢do de 60 % no tempo de coagulagdo
na fabricagdo de um queijo espanhol de massa dura, apdés a reducdo de
0,5 unidade de pH através da adigdao de CO, no leite. Dias e Gigante (2009)
obtiveram reduc¢ao de 80 % no tempo de coagulagcdo do queijo Minas Frescal com
o abaixamento de 0,6 unidade de pH (de 6,8 para 6,2), pelo emprego da pré-
acidificacao do leite com acido latico ou com o uso de CO,. Este fato foi
justificado pelo melhor desempenho do coalho em meio acido e pela maior
agregacao micelar conferida pela diminuicdo da estabilidade da micela por
neutralizagdo das cargas negativas e pela difusdao de fosfato de calcio para a fase

continua, aumentando a sua disponibilidade no meio.
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4.1.6. Evolucéo do pH durante o tempo de armazenamento

A Figura 6 apresenta a evolugdo do pH ao longo do armazenamento em

funcao dos diferentes tratamentos utilizados para o queijo Minas Frescal.

pH Agua Carbonatada = -0,073 dias + 6,47
70 - R? =0,9161
6.8 | pH Controle = -0,116 dias + 6,54
' R2 = 0,9298
6,6 |
pH CO, =-0,1725 dias + 6,47
6.4 | R? = 0,0457
6,2 |
S 60
5,8 |
5,6 -
54 | & Dioxido de Carbono
' m Agua Carbonatada
5.2 1 A Controle
5,0
1 10 20 30 40
Dias
Figura 6 — Evoluc¢do do pH dos queijos Minas Frescal ao longo do
armazenamento.

Na avaliagdo durante o tempo de armazenamento, a andlise de variancia
indicou diferenga significativa (p<0,05) em relacdo ao valor de pH para os
tratamentos e para os tempos de armazenamento (p<0,05) que variaram de um a
quarenta dias. Pelo estudo da regressdo, a variavel pH apresentou tendéncia linear
de reducdo ao longo do tempo, conforme os modelos e grafico apresentados na
Figura 6. A interacdo entre tratamento e periodo, segundo a andlise de variancia,
nao apresentou diferenga estatisticamente significativa (p>0,05).

Na Tabela 5, estao os valores médios de pH para os trés tratamentos do
queijo Minas Frescal, para todos os tempos avaliados, demonstrando o efeito de

tratamento.
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Tabela 5 — Valores médios de pH para os queijos Minas Frescal dos trés
tratamentos para todos os tempos

Tratamentos pH
CO, 59 b
Agua Carbonatada 6,25 a
Controle 6,19 ab

Letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os queijos do tratamento com CO, apresentaram menor pH em relagao aos
queijos do tratamento com adicdo de agua carbonatada. No entanto, o pH de
ambos os tratamentos ndo diferiu significativamente (p>0,05) do pH dos queijos
do tratamento controle. A diferenca no pH entre os queijos com inje¢ao de CO,; e
os queijos com adicao de dgua carbonatada pode ser atribuida a presenga de acido
carbonico por causa da dissolugao do CO, na massa do queijo do tratamento com
injecao de CO,, bem como e da incorporagao de 5% de 4gua carbonatada no leite.
A adi¢ao de agua promove uma delactosagem parcial, o que diminui a produgao
de acido no queijo e modifica o seu perfil de pH durante a estocagem. Esse
processo de delactosagem pela adicao de dgua ao leite ou mesmo ao soro durante
a fabricagdo ¢ comumente utilizado para controlar o pH e a desmineralizagcdao da
massa em queijos como Gouda e Emmental (FOX et al., 2004). Na Tabela 6, sao
apresentados os valores meédios de pH ao longo do tempo de estocagem

refrigerada para os tratamentos para o queijo Minas Frescal.

Tabela 6 — Valores médios de pH ao longo do tempo para os queijos Minas
Frescal dos trés tratamentos

Dias de estocagem pH
1 6,33 a
10 6,30 ab
20 6,15 ab
30 6,00 ab
40 587 b

Letras iguais indicam valores semelhantes,
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Na avaliacdo geral ao longo do tempo, o pH médio dos queijos dos
diferentes tratamentos caiu de 6,33 para 5,87 representando reducdo de 0,45 no
pH durante o armazenamento. Pode-se observar na Tabela 6 que apo6s 30 dias de
armazenamento o pH dos queijos apresentou uma consideravel redugdo caindo de
6,00 para 5,87, sendo diferente significativamente dos valores encontrados nas
datas anteriores. Essa queda no pH pode ser atribuida a atuacdo de bactérias
contaminantes presentes no produto, o que sugere um prazo de validade de
aproximadamente 30 dias a 5°C. Dias (2009) também registrou queda de pH dos
queijos Minas Frescal elaborados com pré-acidificagao do leite com CO, (até pH
de 6,27), que caiu de 6,30 no primeiro dia até 5,54 no 19° dia.

Sangaletti (2007) também verificou diferenca significativa em relagdo ao
pH, ao avaliar a vida util de queijos Minas Frescal comercial armazenados
durante 30 dias a 4 °C. Foi observada reducdo de pH de 0,81 entre o 1° ¢ 30° dia
de armazenamento, no qual o pH caiu de 6,66 para 5,85. Buriti et al. (2005)
registraram variacdo de pH de 6,16 a 5,38 durante 21 dias de armazenamento
refrigerado para queijo Minas Frescal. Silva et al. (2003) também encontraram
reducdo no valores de pH que variaram de 6,20 a 5,00 para queijos Minas
Frescal.

A diminui¢do do pH e o aumento da acidez estdo diretamente relacionadas
com o aumento da contagem de bactérias contaminantes e bactérias laticas
(NSLAB) que resistiram a pasteurizacdo e que transformam a lactose em acido
latico durante o armazenamento (SANGALETTI, 2007). O aumento excessivo da
acidez e consequente diminuicao do pH podem prejudicar a aceitacdo sensorial

do produto.

4.1.7. Evolugdo do teor de umidade durante o tempo de armazenamento

Na Figura 7 apresenta-se a evolu¢do do teor de umidade dos diferentes

tratamentos ao longo do armazenamento.
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Figura 7 — Evolugdo dos teores médios de umidade dos queijos Minas Frescal dos
diferentes tratamentos ao longo do tempo de armazenamento.

A analise de variancia indicou diferenga significativa entre os tratamentos
(p<0,05) e os tempos de armazenamento (p<0,05), em relacdo ao teor de umidade
do queijo Minas Frescal, onde os queijos tratados por inje¢do de CO,
apresentaram menor teor em relacdo aos que sofreram adicdo de agua
carbonatada e o controle, que, por sua vez, ndo diferiram entre si. Pelo estudo da
regressao, a variavel umidade apresentou tendéncia de reduc¢do linear ao longo do
tempo, conforme modelos apresentados na Figura 7, onde o tempo variou no
intervalo de 1 a 40 dias. A interacdo entre os tratamentos e os periodos de
armazenamento, segundo a analise de variancia, ndo foi significativa (p>0,05).
Na Tabela 7 sdo mostrados os valores médios de umidade para os trés
tratamentos do queijo Minas Frescal, para todos os tempos avaliados,
demonstrando o efeito de tratamento.

Os queijos do tratamento com injecao de CO, inicialmente ja apresentaram
teor de umidade inferior, em relagdo aos queijos dos demais tratamentos e a
evolugdo dos teores de umidade durante o tempo de armazenamento também

apresentou diferencas entre os tratamentos.
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Tabela 7 — Valores médios de teor umidade para os queijos Minas Frescal dos
trés tratamentos para todos os tempos

Tratamentos Umidade
CO, 60,18 b

Agua Carbonatada 62,02 a

Controle 62,13 a

Letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Este comportamento pode ter ocorrido por causa do pH mais baixo do
queijo tratado por inje¢do de CO,, o que pode ter provocado maior dessoramento
durante armazenamento sob refrigeracdo por 40 dias. Comparando-se o
comportamento do pH dos queijos ao longo do armazenamento (Figura 6) com o
comportamento da umidade desses mesmos queijos (Figura 7), observa-se que
existe uma correlacdo direta entre o pH e a umidade presente na massa. Quanto
maior a queda do pH, maior a que no teor de umidade dos queijos, o que pode ser
observado em relagdo aos queijos tratados com injecao de CO,. Mantidas iguais
as demais condig¢des, quanto menor o pH do queijo, mais baixo € o seu teor de
umidade. A maior acidificacao do queijo leva a uma neutralizagdo progressiva de
sua carga, o que diminui a capacidade natural de retencdo de d4gua (FURTADO,
2005).

Para os tempos de estocagem, também foram encontradas diferencas
significativas. No tempo 40 dias o valor de umidade foi muito menor do que os
encontrados no inicio da estocagem. Esse comportamento foi esperado, visto que
o menor pH encontrado para esse tempo leva consequentemente a um maior
dessoramento e menores teores de umidade nos queijos. Na Tabela 8, estdo os
valores médios de umidade ao longo do tempo de estocagem refrigerada para os
tratamentos para o queijo Minas Frescal.

Fox et al. (2000) afirmam que a desmineralizagdo, ocorrida por meio da
perda de calcio e fosfato das fragdes de caseinas, por diminui¢do do pH,
compromete a extensao das ligagdes entre essas micelas. Menor grau de ligagao
entre cadeias de caseinas pode ter ocorrido no tratamento com inje¢do de CO,,
favorecendo a formagdo de uma estrutura mais porosa no queijo, o que foi

constatado posteriormente por meio de microscopia eletronica de varredura.
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Tabela 8 — Valores médios de teor de umidade ao longo do tempo para os queijos
Minas Frescal dos trés tratamentos

Dias de estocagem  Umidade (%0)

1 6329 a
10 62,40 ab
20 60,95 be
30 60,51  be
40 60,06 ¢

Letras iguais indicam valores semelhantes,
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Todos os tratamentos apresentaram redug¢do na umidade ao longo do
tempo. O grau de sinérese estd diretamente relacionado a acidez e inversamente
associado ao pH (FOX et al., 2000). Como a concentracio de ions H™ aumenta
durante a acidificagdo, as forcas repulsivas diminuem, e as micelas de caseinas se
tornam mais agregadas. A consideravel expulsdo de soro durante a estocagem
resultou em significante redugdo no teor de umidade dos queijos entre 0 1° ¢ o dia

40° dia de armazenamento.

4.1.8. Extensdo e profundidade da protedlise em funcéo do tempo

A protedlise ¢ o evento bioquimico mais complexo que ocorre durante a
maturagdo ou armazenagem dos queijos e € causada por agentes como coagulante
residual, enzimas naturais do leite, fermentos lacteos adicionados, microbiota
acompanhante, composta por bactérias laticas ndo “starter” (NSLAB) e, em
muitas variedades, enzimas dos fermentos secundarios (SOUSA et al., 2001).

A extensdo da protedlise ¢ um indice de maturagdo que se caracteriza pela
quantidade de substancias nitrogenadas soliveis acumuladas durante o processo,
e expressadas como porcentagens do nitrogénio total. Esse valor ¢ obtido pela
razdo entre o percentual de nitrogénio soluvel em pH 4,6 pelo nitrogénio total. A
extensdo da proteodlise esta relacionada com a hidrolise da matriz proteica,
principalmente pela acdo de coagulante residual (WOLFSCHOON-POMBO e
LIMA, 1989).
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Na Figura 8, apresenta-se o comportamento da extensdo da proteodlise ao

longo do armazenamento do queijo Minas Frescal dos diferentes tratamentos.
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Figura 8 — Extensdo da protedlise ao longo do armazenamento para o queijo
Minas Frescal dos trés tratamentos.

A anilise de varidncia ndo indicou diferenca significativa (p>0,05) em
relagdo a extensdo da protedlise para os tratamentos, porém, para o tempo de
armazenamento que varia de 1 a 40 dias, esta diferenca foi constatada (p<0,05). A
interacdo entre tratamento e tempo ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05). Pelo estudo da regressdo, a variavel extensdao da proteodlise apresentou
tendéncia de aumento linear ao longo do tempo, conforme os modelos
apresentados na Figura 8.

Na Tabela 9 sdo mostrados os valores médios de extensdao ao longo do
tempo de estocagem refrigerada para os tratamentos para o queijo Minas Frescal.

Na avaliagdo geral, os resultados médios para extensdo da protedlise dos
queijos obtidos dos diferentes tratamentos apresentaram aumento linear desses
indices ao longo do tempo de armazenamento. Nos tempos a partir de vinte dias
os valores de extensdo foram muito maiores do que os encontrados no inicio da

estocagem refrigerada.
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Tabela 9 — Valores médios de extensao ao longo do tempo para os queijos Minas
Frescal dos trés tratamentos

Dias de estocagem Extensao (%)
1 6,57 a
10 7,72 a
20 10,59 b
30 13,20 c
40 14,94 c

Letras iguais indicam valores semelhantes,
pelo teste Tukey a de 5% de probabilidade.

O aumento do indice de extensao a partir desse periodo indica que o queijo
Minas Frescal ¢ um queijo de consumo rapido sendo preferivelmente consumido
em até dez dias de armazenamento sob refrigeracdo a 5°C. Apds esse periodo €
maior a possibilidade de formacdo de compostos como peptideos amargos que
prejudicam a aceitagcdo do produto. Esse comportamento foi esperado em resposta
ao aumento da degradacao da matriz proteica provocado pela acdo do coagulante,
que ¢ um dos maiores responsaveis pela proteolise na maioria dos queijos,
principalmente os de alta umidade, o qual continua sua atividade durante a
maturacdo e também pelo aumento das contagens de bactérias contaminantes
como as NSLABs e outros grupos de microrganismos deterioradores se
multiplicaram ao longo do tempo de armazenamento. O queijo Minas Frescal ¢
um queijo de muito alta umidade. Sendo assim, o teor de lactose residual presente
no queijo ¢ elevado, o que favorece a multiplicagdo dessas bactérias
deterioradoras mesmo durante a sua estocagem refrigerada.

A maior parte do coagulante adicionado ¢ perdida no soro, porém uma
parte € retida na massa do queijo. Aproximadamente 6 % a 20 % da quimosina
adicionada ¢ retida no queijo (FOX e Mc SWEENEY, 1998). Baixos niveis de
pH durante a drenagem resultam em niveis mais elevados de retengao de
coagulante, que estd disperso na fase aquosa do queijo. Consequentemente,
quanto mais umidade no queijo, maior serd a atividade do coagulante na matriz
proteica (Mc SWEENEY, 2007). A quantidade de coagulante residual retido no
queijo ¢ de grande importancia para a protedlise durante a maturacdo e, em

alguns casos, para o desenvolvimento de sabor, textura e funcionalidade dos
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queijos. Uma série de fatores afeta a retencdo e a atividade do coagulante no
queijo: teor de umidade, temperatura de cozimento, quantidade de coagulante
adicionado ao leite, teor de caseinas do leite, tamanho micelar das caseinas,
temperatura de cozimento da massa, pH da massa, forca i6nica e pH do queijo.

Outro fator importante ¢ que a plasmina e o plasminogénio acompanham
as micelas caseinas na coagulacdo do leite e sdo concentradas no queijo. Desse
modo, a atividade da plasmina também contribui para a protedlise primdria da
caseina. A ativa¢do do plasminogénio em plasmina ativa depende da presenca de
ativadores de plasminogénio. Alguns ativadores de plasminogénio estdo
associados as células somaticas e, portanto, alta contagem de células somadticas
também pode representar aumento na proteodlise do queijo durante a estocagem.
No caso do leite pasteurizado, o calor pode ter um papel relevante na dissociagao
do ativador do plasminogénio das células somaticas.

Os valores médios encontrados para extensdo da protedlise neste
experimento (Tabela 9) foram muito proximos aos observados por Sangaletti
(2007) que encontrou valores variando de 5,72 % a 12,98 % ao avaliar a vida util
de queijos Minas Frescal armazenados por 30 dias sob refrigeracdo a 4 °C.
Saboya et al. (1998) encontraram também valores proximos a esses (7,59 % a
13,03 %) ao avaliarem a evolugdo desse indice de protedlise do queijo Minas
Frescal durante 21 dias. Isepon e Oliveira (1993) encontraram valores que
variaram de 4,99 % a 10,71 % no 1° € no 13° dia de armazenamento de queijos
Minas Frescal, respectivamente. Wolfschoon-Pombo e Lima (1989) encontraram
valores médios para extensdo da protedlise que variaram de 5,8 % a 10,9 %
durante quinze dias de estocagem refrigerada, para queijo Minas Frescal com
leite pré-acidificado com 4cido latico. Dias (2009) ao comparar o queijo Minas
Frescal adicionado de cultura latica com os queijos obtidos a partir de leite
acidificado com adi¢do de acido latico e CO, encontrou aumento no indice de
extensao da protedlise dos que variou de 4,46 % a 14,82 % durante treze dias de
armazenamento para o queijo adicionado de cultura latica. No entanto, para os
queijos fabricados com adi¢ao de acido latico ao leite, os valores de extensao da

protedlise variaram de 4,42 % até 9,36 % e para os queijos obtidos a partir da
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acidificagao do leite com CO, os valores de extensao variaram de 4,42 % a
10,03 % durante os treze dias de armazenamento refrigerado.

Metzger et al. (2000) reportaram maior extensdo e profundidade da
protedlise em queijos mussarela onde o leite foi acidificado a pH de 6,0 e 5,8 com
acido citrico e acético sendo que foi utilizada a mesma dosagem de coagulante
para os diferentes tratamentos. Uma alta atividade de quimosina no leite pré-
acidificado com CO, aumentaria a retencdo de enzima residual. As condigdes no
tratamento com CO, seriam mais favoraveis para a atuagdo da quimosina, bem
como para a difusdo de fracdoes de caseina para a fase aquosa do queijo
(NELSON et al., 2004).

A profundidade da protedlise abrange as substancias nitrogenadas de baixa
massa molecular, acumuladas durante o processo. Os compostos caracteristicos
sdao os aminoacidos, peptideos menores, aminas € outros compostos nitrogenados.
Esta variavel ¢ obtida pela razdo entre o percentual de nitrogénio solivel em
acido tricloroacético a 12 % (m/v) pelo nitrogénio total (WOLFSCHOON-
POMBO ¢ LIMA, 1989).

Na Figura 9 encontra-se o comportamento da profundidade da proteolise
ao longo do armazenamento para os diferentes tratamentos, para o queijo Minas

Frescal.
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Figura 9 — Profundidade da protedlise ao longo do armazenamento para o queijo
Minas Frescal dos diferentes tratamentos.
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Com relagdo a profundidade da protedlise a analise de varidncia nao
indicou diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) para os tratamentos,
porém, para os tempos de armazenamento, que variam de 1 a 40 dias houve
diferenca (p<0,05). A interac¢do entre tratamento e periodo, segundo a analise de
variancia, apresentou diferenga nao significativa (p>0,05). Na Tabela 10, estdo os
valores médios de profundidade ao longo do tempo de estocagem refrigerada para
os tratamentos para o queijo Minas Frescal. A varidvel profundidade da
protedlise apresentou tendéncia de aumento linear ao longo do tempo, conforme

os modelos apresentados na Figura 9.

Tabela 10 — Valores médios de profundidade ao longo do tempo para os queijos
Minas Frescal dos trés tratamentos

Dias de estocagem Profundidade (%0)
1 301 a
10 297 a
20 353 a
30 4,68 ab
40 567 b

Letras iguais indicam valores semelhantes,
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados para profundidade da protedlise dos queijos obtidos dos
diferentes tratamentos apresentaram aumento desse indice ao longo do tempo de
armazenamento com médias variando de 3,01 % a 5,67 % durante o periodo
avaliado. Nos tempos a partir de 30 dias e 40 dias, os valores de extensao foram
bem maiores do que os encontrados no inicio da estocagem refrigerada. Esse
resultado indica que ocorreu uma degradacao mais acentuada da matriz proteica
do queijo com liberagdo de fracdes nitrogenadas de baixa massa molecular
provocado principalmente pela ag¢do de enzimas como aminopeptidases,
dipeptidases e tripeptidases, provenientes de bactérias contaminantes e das
NSLABs (Lactobacillus, Micrococcus, Pediococcus, entre  outros),
principalmente apds a lise das células. No queijo Minas Frescal, a formacao de

fragdes nitrogenadas de baixa massa molecular pode impactar negativamente no
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sabor € no aroma dos queijos, de forma que o tempo de vida util normalmente
adotado pelas empresas, para o queijo Minas Frescal armazenado a 5 °C, deve ser
de no méaximo 30 dias, a partir do qual o aumento na degradagdo proteica tornaria
0s queijos inaceitaveis aos consumidores.

Os valores de extensao da protedlise para este experimento foram
inferiores aos obtidos por Wolfschoon-Pombo e Lima (1989) que encontraram
valores médios para profundidade da protedlise variando de 3,6 % a 5,8 %
durante quinze dias de estocagem refrigerada para queijo Minas Frescal fabricado
a partir de leite pré-acidificado com acido latico. No entanto, Dias (2009)
registrou valores médios para profundidade de proteolise de 4,94 % para o queijo
controle (adicionado de cultura latica), 2,73 % para os queijos fabricados com
leite acidificado com adi¢do de acido latico e 2,89 % para o queijo obtido de leite
acidificado com adic¢ao de CO,.

Pelos resultados encontrados para a extensao e profundidade da protedlise,
os dados indicam que estes indices aumentaram significativamente durante os 40
dias de armazenamento refrigerado para os queijos Minas Frescal dos diferentes
tratamentos. Essa evolu¢dao nos indices de protedlise durante o armazenamento
pode estar relacionada com a ag¢do de enzimas do coagulante, que continuam o
seu processo de hidrolise ao longo do tempo, e com a acdo enzimas de
microrganismos deterioradores (NSLAB e outros) que originam peptideos e

aminoacidos.

4.1.9. Analises microbiologicas
4.1.9.1 Analises microbiologicas do leite

A contagem padrdao média para o leite utilizado nos diferentes tratamentos
foi de 2,54 log UFC/mL. As amostras de leite pasteurizado dos diferentes

tratamentos apresentaram contagens inferiores a 1 UFC/mL para coliformes a

30 °C ou a 45 °C e para fungos filamentosos e leveduras, encontrando-se,
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portanto, dentro do limite permitido pela Instrucao Normativa n® 51 de 2002 para

leite pasteurizado (BRASIL, 2002).

4.1.9.2 Analises microbioldgicas dos queijos

As amostras de queijos dos diferentes tratamentos apresentaram auséncia
de Salmonella sp. e de Listeria monocytogenes em 25 g de amostra. As contagens
médias de Staphylococcus aureus foram: <10 UFC/g, 133 UFC/g e 383 UFC/g
para os queijos dos tratamentos com injecdo de CO,, adicdo agua carbonatada e
controle, respectivamente. As amostras encontravam-se, portanto, dentro do
limite de tolerancia para amostra indicativa conforme RDC n° 12 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2001).

Dias (2009) encontrou contagens de S. aureus < 1,0 x 10> UFC/g para os
queijos fabricados com pré-acidificagdo do leite com acido latico ou com CO,,

até pH préximo de 6,2 e para o queijo adicionado de cultura latica.

4.1.9.2.1. Contagem de microrganismos aerobios facultativos e anaerobios
estritos do queijo em fungdo do tempo

Os resultados da evolucao das contagens de aerdbios mesofilos em funcao

dos tempos de armazenamento, durante os 40 dias de estocagem estdo

apresentados na Figura 10.
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Figura 10 — Evolucdo das contagens de microrganismos aerobios facultativos e
anaerdbios estritos em fun¢do do tempo para o queijo Minas Frescal.

A andlise de varidncia ndo indicou diferenca significativa (p>0,05) em
relacdo a contagem de aerdbios mesofilos dos queijos obtidos dos diferentes
tratamentos (inje¢ao de CO,, adicao de agua carbonatada e controle). No entanto,
para os tempos de armazenamento que variam de 1 a 40 dias, essa diferenca foi
significativa (p<0,05). A interacdo entre tratamento e periodo, segundo a analise
de variancia, também nao foi significativa (p>0,05). Pelo estudo da regressao,
houve efeito significativo de tempo de armazenamento e a contagem total
apresentou uma tendéncia quadratica ao longo do tempo através do modelo
demonstrado na Figura 10.

Pelos resultados, pode-se observar que a contagem de microrganismos
aerdbios facultativos e anaerobios estritos para os diferentes tratamentos
aumentou ao longo do tempo de estocagem refrigerada. Esse aumento na
contagem total de bactérias mesofilicas ¢ esperado em queijos Minas Frescal em
razdo das condicoes favoraveis de multiplicagdo microbiana como elevado pH,
auséncia de fermento e presenga de lactose. Sangaletti (2007) também observou
aumento em média de 2,57 log UFC/g a cada 10 dias de armazenamento para
contagem de bactérias mesofilicas em queijo Minas Frescal armazenado por 30

dias.
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Ao avaliar a linha de producdo de queijo Minas Frescal de uma fabrica de
queijos, Lisita (2005) encontrou 4,75 log UFC/mL no leite pasteurizado e 9,45
log UFC/g no queijo antes da salga em salmoura.

Dias (2009) registraram aumento na contagem total dos queijos fabricados
a partir de leite pré-acidificado com dacido latico e com CO, (pH 6,2) que
apresentaram populacao inicial de 4,70 e 4,60 log UFC/g at¢ atingirem contagens
de em torno de 7,00 log UFC/g no final do armazenamento por 25 dias. Esse
aumento foi justificado pela presenca de microrganismos resistentes a
pasteurizacao, que se desenvolveram no queijo.

Nao existem na legislacao brasileira normas com padrdes microbioldgicos
estabelecidos para contagem de bactérias mesofilicas em queijo Minas Frescal.
Entretanto, a enumeragao desse grupo microbiano tem sido usada como indicador
da qualidade higi€nica dos alimentos e servem pra estimar o seu tempo de vida
util. Quando presentes em concentragdes elevadas, podem afetar a qualidade,
comprometendo a estabilidade dos produtos alimenticios durante a estocagem.
Alteracdes ocasionadas por esses microrganismos sao evidenciadas pelo

aparecimento de “off-flavor” (JAY, 2005).

4.1.9.2.2. Contagem de coliformes totais

Na Figura 11 ¢ apresentada a evolucao das contagens de coliformes totais
em func¢do dos tempos de armazenamento para o queijo Minas Frescal.

As contagens de coliformes totais ao longo do armazenamento também
apresentaram comportamento semelhante as contagens de aerdbios mesofilos.
Para esse grupo microbiano também ndo houve efeito significativo dos
tratamentos (p>0,05), bem como da interacdo tratamento e tempo (p>0,05).
Porém, houve efeito significativo (p<0,05) do tempo de armazenamento e a

contagem apresentou tendéncia quadratica de crescimento (Figura 11).
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Figura 11 — Evolucdao das contagens de coliformes totais em fungdo do
tratamento e do tempo para o queijo Minas Frescal.

As contagens de coliformes totais dos diferentes tratamentos também
apresentaram aumento do niimero ao longo do tempo de estocagem refrigerada.
Ao avaliar a linha de produgdo de queijo Minas Frescal de uma fébrica de
queijos, Lisita (2005) encontrou aumento 11,77 ciclos log entre a contagem no
leite pasteurizado e no queijo apoOs salga em salmoura, demonstrando que tal
queijo estaria improprio para o consumo mesmo antes da sua comercializagao.
Dias (2009) também registrou aumento de coliformes totais nos queijos Minas
Frescal fabricados com leite pré-acidificado com CO, que apresentou contagem
inicial de 58 NMP/g e aumentou para > 2400 NMP/g aos 25 dias de

armazenamento.

4.1.9.2.3. Contagem de fungos filamentosos e leveduras
Na Figura 12 estdo os resultados da evolugdo das contagens de fungos

filamentosos e leveduras em fun¢do dos tempos de armazenamento para o queijo

Minas Frescal.
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Figura 12 — Evolu¢do das contagens de fungos filamentosos e leveduras em
funcdo do tratamento e do tempo para o queijo Minas Frescal.

A andlise de variancia ndo indicou diferenga significativa (p>0,05) em
relagdo a contagem de fungos filamentosos e leveduras dos queijos obtidos dos
diferentes tratamentos (injecdo de CO,, adi¢do de dgua carbonatada e controle),
porém, foi constatado efeito significativo (p<0,05) para os tempos de
armazenamento, que variaram de 1 a 40 dias. A interacdo entre tratamento e
periodo também ndo foi significativa (p>0,05). Pelo estudo da regressdo, a
variavel fungos filamentosos e leveduras apresentou relagdo linear ao longo do
tempo de armazenamento (Figura 12).

Pelos resultados pode-se observar que a contagem de fungos filamentosos
e leveduras dos diferentes tratamentos aumentou ao longo do tempo de
estocagem. Dias (2009) registrou menores contagens de Pseudomonas ssp. e de
fungos filamentosos e leveduras durante a vida de prateleira do queijo fabricado a
partir de leite acidificado com CO,, em escala piloto, sugerindo assim o CO,
como um bom inibidor de certos grupos microbianos, o que seria uma vantagem
se associado com o uso de culturas laticas as quais possuem efeito inibidor
comprovado. Como o queijo Minas Frescal ¢ um queijo fabricado com alto grau
de manipulagdo, apresenta um elevado teor de umidade e lactose, e baixo teor de

NacCl, sendo esse produto muito sensivel a contaminagdes. Dessa forma, qualquer
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tratamento que apresente alguma protecdo frente a qualquer grupo de
contaminantes seria de grande interesse da industria de laticinios.

Nao existem na legislacao brasileira normas com padrdes microbioldgicos
estabelecidos para fungos filamentosos e leveduras em queijos Minas Frescal. No
entanto, a qualidade de produtos lacteos, em termos microbioldgicos, também
pode ser verificada a partir da determinagdo quantitativa de fungos filamentosos e
leveduras, constituindo boa fonte de informagdes acerca das condigdes de
higiene, a fim de verificar as condi¢des sanitarias do processo, do ambiente e do
estabelecimento. Fungos filamentosos e leveduras sdo os microrganismos que

mais contaminam os ambientes na industria de laticinios (ANDRADE, 2008).

4.1.10 Analise sensorial

4.1.10.1 Aceitacado sensorial

Em relagdo aos tempos de estocagem avaliados, na Figura 13 apresenta-se
o comportamento da aceitacdo sensorial do queijo Minas Frescal em funcao dos

tratamentos e dos tempos de armazenamento.

4 Controle =-0,11x + 7,32
A R?=0,42

Agua Carbonatada = -0,21x + 7,68
R?=0,86

CO, =-0,2196x? + 0,99x + 6,35
3] R?=0,95

& Di6xido de Carbono

m Agua Carbonatada
A Controle

Dias

Figura 13 — Comportamento da aceitacdo sensorial do queijo Minas Frescal em
funcdo dos tratamentos e dos tempos de armazenamento.
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A analise de variancia indicou diferenca significativa (p<0,05) para os
queijos tratados pelas diferentes formas de incorporagdao de CO, e controle, para
os tempos de armazenamento (p<0,05) e para a interagcdo tratamento e tempo
(p<0,05) em relacdo a aceitagdo sensorial. Na Tabela 11 sdo apresentadas as notas
médias dos provadores na escala hedonica de nove pontos durante o tempo de

estocagem refrigerada para os diferentes tratamentos para o queijo Minas Frescal.

Tabela 11 — Notas médias dos provadores na escala hedonica de nove pontos
durante o tempo de estocagem refrigerada para os diferentes
tratamentos para o queijo Minas Frescal

Dias de estocagem CO, Agua Carbonatada Controle Média
1 7,30 a 7,30 a 7,10 a 7,23
10 7,00 a 727 a 7,30 a 7,19
20 7,57 a 720 a 6,90 a 7,22
30 7,03 a 7,03 a 7,13 a 7,06
35 557 b 6,67 a 6,43 ab 6,22
40 443 b 623 a 6,83 a 5,83
Média 6,48 6,95 6,95

Letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Na avaliacdo da média geral, houve ligeira queda na pontuagdao da
aceitacdo sensorial durante o tempo de armazenamento, porém essa queda ndo
indicou rejei¢ao por parte dos consumidores, porque a pontuacao foi maior que 6
até 30 dias de armazenamento. Os queijos dos tratamentos com agua carbonatada
e controle ndo diferiram entre si € ambos tiveram escores superiores aos dos
queijos do tratamento com inje¢cdo de CO,. No entanto, no desdobramento da
interagdo tratamento e tempo de armazenamento, comparando-se os tratamentos
em cada tempo analisado, pode ser demonstrado que o periodo de
armazenamento influenciou na aceitagdo sensorial somente a partir dos 35 dias de
armazenamento, quando o queijo tratado com injecdo de CO, apresentou média
de aceitacdo sensorial menor (p<0,05) do que o queijo adicionado de agua
carbonatada, porém ambos ndo diferiram estatisticamente do tratamento controle

(p>0,05). No tempo 6, aos 40 dias de armazenamento, o tratamento com injecao
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de CO, apresentou média de aceitagdo sensorial inferior (p<0,05) aos demais
tratamentos, que, por sua vez, também nao diferiram entre si.

O queijo Minas Frescal ¢ um queijo de curta durabilidade
(aproximadamente até 10 dias) no mercado e de consumo rapido. Sendo assim,
raramente seria consumido apds 30 dias de armazenamento, periodo até o qual
nao houve diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os tratamentos,
com relagdo a aceitabilidade sensorial, pelo desdobramento da interagao
tratamento e tempo. Sendo assim, o tratamento controle poderia ser substituido
pelo tratamento com injecdo de CO, no leite para fabricagdo do queijo Minas

Frescal.

4.1.10.2 Andlise de preferéncia

Os testes de preferéncia sdo usados quando se deseja comparar varios
produtos quanto a preferéncia. Esses testes, embora avaliem a preferéncia dos
consumidores, ndo indicam se eles gostaram ou ndo dos produtos avaliados. O
pesquisador deve ter conhecimento prévio sobre a avaliagdo efetiva desses
produtos. Nas industrias de alimentos, esses testes sdo utilizados no
desenvolvimento de novos produtos, melhoria de produtos, alteracdo de
processos de producdo, formulagdo de produtos, entre outros. O método de
ordenacdo determina a ordem de preferéncia entre trés ou mais amostras. O
método ¢ rapido e permite avaliar varias amostras numa mesma sessao (MINIM,
20006).

Com relagdo ao teste de ordenagdo (preferéncia), encontram-se na Tabela
12 os resultados das somas das ordens de cada tratamento para cada tempo
estudado. Os pares de soma de ordens seguidas de pelo menos uma mesma letra,
para cada tempo, nas linhas, ndo diferem entre si quanto a preferéncia, pelo teste

de Friedman a 5 % de probabilidade.
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Tabela 12 — Soma de ordens de preferéncia dos trés tratamentos em cada tempo
para o teste de ordenacao

Tratamentos
Dias  Injecdo de CO, Controle Agua Carbonatada
1 57 a 64 a 59 a
10 63 a 56 a 61 a
20 55a 66 a 59 a
30 63a 57 a 60 a
35 67 a 60 a 53a
40 79 b 46 a 55a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes,
pelo teste de Friedman a 5% de probabilidade.

Pelos resultados apresentados na Tabela 12, observa-se que niao houve
preferéncia significativa (p>0,05) entre os queijos nos diferentes tratamentos nos
tempos 1, 10, 20, 30 e 35 dias. Para o tempo de 40 dias de estocagem, observa-se
que os queijos obtidos do tratamento com inje¢do de CO, foram menos preferidos

entre os consumidores.

4.1.11 Analise microestrutural

Na Figura 14 sdo mostradas as micrografias dos queijos Minas Frescal
submetidos aos diferentes métodos de incorporagdo de CO, estudados nos dias 7
e 29 de armazenamento.

Diferencas na microestrutura, aos 7 dias, foram observadas, onde a matriz
proteica do queijo tratado com injecao de CO, (A-7) apresentou visualmente uma
estrutura mais compacta, com maior numero de poros de tamanho reduzido em
comparagdo com a matriz proteica dos queijos dos demais tratamentos. Tal fato
pode ser explicado pelo menor pH do queijo. O tratamento com adi¢ao de agua
carbonatada (C-7) apresentou visualmente uma microestrutura com poros
maiores em compara¢cdo aos demais tratamentos (A-7) e (B-7), além de
apresentar maior numero de poros em relacdo ao tratamento controle (B-7),
porém, em menor niumero quando comparado ao tratamento com inje¢ao de CO,
(A-7). O tratamento controle (B-7) apresentou visualmente uma microestrutura

menos porosa € mais compacta em relacio ao queijo adicionado de agua
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carbonatada (C-7). Aos 29 dias, todos os tratamentos (A-7, B-7 e C-7)
apresentaram visualmente uma microestrutura semelhante as demonstradas aos 7
dias, em termos comparativos de tamanho e porosidade da matriz proteica.
Porém, todas as estruturas encontravam-se mais dilatadas, o que foi claramente
observado na avaliacdo dos queijos por meio da microscopia eletronica de
varredura aos 29 dias. Tal expansdo da rede proteica pode ser explicada pela
proteolise ocorrida durante o armazenamento do queijo por 29 dias.

Fox et al. (2000) afirmam que a desmineralizacdo, ocorrida através da
perda de calcio e fosfato das micelas de caseinas, € proveniente da diminui¢ao do
pH, e compromete a extensdo das ligacdes entre as micelas. Menor grau de
ligacdo entre as caseinas pode ter ocorrido no tratamento com inje¢ao de CO..
Esse fato pode ter refletido na formacdo de redes de proteinas menos extensas,
favorecendo assim a formag¢do de muitos pequenos espacos vazios (poros) na
estrutura proteica, interferindo com as interacdes entre as cadeias de caseinas e
favorecendo a formacdo de uma estrutura de proteinas altamente porosa e
compacta. Freire (2009) também encontrou diferencas na microestrutura dos
queijos, ao avaliar o efeito da adicdo de Bifidobacterium e, ou o emprego da
acidificagdo direta sobre as propriedades de queijo Minas Frescal, porém, os
queijos sem acido latico apresentaram visualmente uma estrutura mais compacta.

De acordo com Viotto e Oliveira (1998), para queijo Minas Frescal, esse
comportamento decorre do fato de que o coagulo desses queijos elaborados por
acidificagdo direta ¢ formado por particulas de caseinas de menores tamanhos e
mais desmineralizadas, resultando em uma rede proteica mais fragil.

Como existe grande relacdo entre microestrutura, reologia e textura dos
queijos (MADADLOU et al., 2007), a matriz proteica mais compacta observada
na Figura 14 (A-7) poderia justificar a maior firmeza e fraturabilidade e maior
comportamento sélido (elastico) encontrados posteriormente nas analises de

textura e reologia, respectivamente, dos queijos com injecao de CO,.
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Figura 14 — Micrografias da microscopia eletronica de varredura dos queijos Minas Frescal submetidos aos diferentes tratamentos;
(A-7) queijo tratado com inje¢do de CO,, aos 7 dias, (B-7) queijo do tratamento Controle, aos 7 dias, (C-7) queijo do
tratamento com adicdo de agua carbonatada, aos 7 dias; (A-29) queijo tratado com injecdo de CO,, aos 29 dias, (B-29)
queijo do tratamento Controle, aos 29 dias, (C-29) queijo do tratamento com adi¢ao de agua carbonatada, aos 29 dias.



4.1.12 Analise reologica

Os queijos, em geral, sdo considerados materiais viscoelasticos (Fox et al.,
2000). Varios fatores, principalmente de sua composicdo fisico-quimica, sdo
conhecidos por influenciar a textura dos queijos, como exemplo, os teores de
proteina, gordura, sal, minerais e pH (VISSER, 1991).

Ensaios oscilatorios fornecem importantes informagdes sobre as
propriedades viscoelasticas dos queijos, tais como modulo de armazenamento
(G’) e modulo de perda (G”), os quais caracterizam o comportamento sélido
(elastico) e liquido (viscoso), respectivamente, bem como a viscosidade
complexa (n*) e tangente de fase (tan 6 = G”/G’).

Na Tabela 13, sdo apresentados os atributos reoldgicos ao longo do tempo
de estocagem dos queijos Minas Frescal tratado com os diferentes métodos de

incorporacao de CO,.

Tabela 13 — Atributos reologicos ao longo do tempo de estocagem dos queijos
Minas Frescal tratado com os diferentes métodos de incorporagao

de C02
Estocagem do queijo G’ G” n*
(dias) Tratamento (Pa) (Pa) Tan § (Pas)

CO, 39875,00 8403,50 0,21 6486,00

7 Branco 31483,33 6771,33 0,22 5125,33
Agua carbonatada 28833,33 6112,67 0,21 4690,67

CO, 37946,67 8371,00 0,22 6184,33

14 Branco 34985,00 7437,00 0,21 5692,00
Agua carbonatada 31325,00 6939,00 0,22 5106,50

CO, 39286,67 8762,67 0,22 6407,00

21 Branco 36363,33 8153,67 0,22 5930,67
Agua carbonatada 33220,00 7443,00 0,22 5418,67

CO, 45936,67  10596,67 0,23 7503,00

28 Branco 44390,00  10446,33 0,24 7258,00
Agua carbonatada 32416,67 7524,67 0,23 5296,67

CO, 85636,67  18053,67 0,24 12471,33

35 Branco 45390,00 9836,00 0,23 6861,00
Agua carbonatada 37143,33 7579,00 0,23 5432,00

Legenda: * valores médios de cada tratamento em cada tempo.
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Na caracterizacao reoldgica dos queijos Minas Frescal submetidos aos
diferentes métodos de incorporacdo de CO, verificou-se que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre as amostras, para os atributos reoldgicos: componente
elastico (G’), componente viscoso (G’’) e viscosidade complexa (n*). O método
de incorporacdo de CO, e o periodo de armazenamento do queijo por cinco
semanas alteraram as propriedades viscoelasticas dos queijos Minas Frescal.

Durante todo o periodo de armazenamento, os queijos submetidos aos
diferentes métodos de incorporagdo de CO, apresentaram valores do modulo de
armazenamento (G’) superiores ao médulo de perda (G’’) para toda a faixa de
frequéncia estudada, mostrando o carater solido dos queijos.

Observou-se diferenca significativa (p<0,05) em relagdo ao tempo de
armazenamento para os atributos G’, G”, n* e tan & que apresentaram
crescimento linear em fun¢do do tempo. A interagcdo entre tratamento e tempo de
armazenamento, segundo a andlise de varidncia, apresentou diferenca
significativa para os atributos reoldgicos estudados (p<0,05). Em relagao ao
tratamento controle, os valores de G’, n* e tan 6 aumentaram linearmente em
funcdo do tempo durante o periodo de estocagem. Ja para o tratamento com
injecao de CO,, ndo houve tendéncia significativa em fungdo do tempo apenas
para o atributo G”. Para o tratamento com adigdo de agua carbonatada, os
atributos G’ e n* ndo apresentaram tendéncia significativa, porém, os atributos
G” e tan d aumentaram em fun¢do do tempo para esses tratamentos.

Para o tempo de 7, 14 e 21 dias de armazenamento, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p>0,05) em relagdo aos atributos reologicos
estudados. Aos 28 dias de armazenamento, o queijo Minas Frescal tratado com
injecdo de CO, apresentou maiores valores de G’, G> e n* em relacdo ao
tratamento com adi¢do de 4gua carbonatada, ndo diferindo estatisticamente do
tratamento controle. Em relacdo a ultima semana de armazenamento, o
tratamento com injecdo de CO, apresentou maiores valores de G’, G’ e n*
diferindo dos demais tratamentos (p<0,05). Isto se deve provavelmente ao maior
dessoramento do queijo que foi constatado pelo teor de umidade muito mais

baixo encontrado para esse tratamento na ultima semana de andlise. Este
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resultado também corrobora aqueles encontrados durante o estudo de TPA que
detectou maior firmeza e fraturabilidade para o queijo tratado com injecao de
CO,; e durante o estudo da microestrutura realizado por meio da microscopia
eletronica de varredura em que foi observado que a matriz proteica do queijo
tratado com injecao de CO, (Figura 14, A-7 e A-29) apresentou visualmente uma
estrutura mais compacta, com maior nimero de poros de tamanho reduzido em
comparacdo com matriz proteica dos queijos dos demais tratamentos. Segundo
Karoui & Dufour (2003), alguns fatores podem afetar a viscoelasticidade de
queijos e estdo geralmente relacionados ao conteudo de dgua, protedlise e pH.

Os queijos, como outros produtos alimenticios, possuem propriedades
reologicas que sdo importantes para a sua qualidade e aceitabilidade pelo
consumidor, tais como firmeza e textura. Tais propriedades estdo relacionadas
diretamente com a composi¢do e microestrutura do produto, assim como o estado
fisico-quimico desses componentes, forca de interacdo entre os elementos
estruturais e a microestrutura (FOX et al., 2000).

A tan 0 indica a predominancia da propriedade eldstica ou viscosa na
amostra. Nao houve diferenca entre os tratamentos em relagdo a tan 6 (p>0,05)
durante o periodo de armazenamento. Portanto, a tan & nao foi afetada pelo
método de incorporagdo de CO, na faixa de frequéncia estudada.

O efeito dos diferentes métodos de incorporagdo de CO, sobre o atributo
reologico G’ dos queijos Minas Frescal em fungdo da temperatura, sao
apresentados na Figura 16. Para todos os queijos os valores de G’ diminuiram
com o aumento da temperatura até aproximadamente 35 °C. ApoOs essa
temperatura, G’ permanece praticamente constante. A temperaturas inferiores a
20 °C, o queijo tratado com inje¢ao de CO, apresentou maior valor de G’ do que
o controle e o queijo tratado com 4dgua carbonatada. Com o aumento da
temperatura, as diferencas entre os tratamentos foram menos pronunciadas.
Durante o periodo de estocagem, G’ foi superior a G’ para todos os tratamentos,
nao havendo cruzamento das curvas (Crossover) com o aumento da temperatura.
A propriedade eléastica predominou sobre componente viscoso em toda faixa de

temperatura estudada, sendo assim o queijo Minas Frescal dos diferentes
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tratamentos ndo apresenta derretimento mesmo em temperaturas elevadas como
85 °C. O ponto de cruzamento entre as curvas de G’ e G” representa a transi¢ao
do queijo de um comportamento eléstico (G’ > G”) para um comportamento mais
viscoso ( G” > G’), o que caracteriza o ponto de derretimento (melting) em
queijos (LUCEY et al., 2003).

Na Figura 15, mostra-se a varredura de frequéncia na avaliacdo dos
componentes de viscoelasticidade (G’ e G’’) dos queijos Minas Frescal ao longo

do periodo de estocagem.
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Figura 16 — Varredura de temperatura em fun¢do de G’ dos queijos Minas Frescal
ao longo do periodo de estocagem.

4.1.12.1. Caracteristicas mecanicas (TPA)

A avaliagdo do perfil de textura dos queijos ¢ de grande importancia, pois

esta diretamente relacionada com a aceitabilidade sensorial por parte dos

consumidores.
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A anélise de variancia indicou diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) para os tratamentos em relacdo as varidveis: firmeza, fraturabilidade,
mastigabilidade e gomosidade. Para as varidveis coesividade e elasticidade, essas
diferengas nao foram constatadas (p>0,05). Foi observada diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) em relagdo ao tempo de armazenamento
somente para a variavel firmeza, que apresentou crescimento linear em funcao do
tempo, segundo a equacao: y = 14,6 + 0,19x. Houve variagao de 7 a 35 dias. A
interacdo entre tratamento e tempo de armazenamento, segundo a analise de
variancia, apresentou diferenga nao significativa (p>0,05) para todas as variaveis
estudadas no perfil de textura.

O tratamento com injecdo de CO, apresentou firmeza superior (p<0,05) ao
longo do tempo de armazenamento em relacdo aos tratamentos com adigdo de
agua carbonatada e o controle que, por sua vez, ndo diferiram entre si (p>0,05).
Observou-se maior firmeza para tratamento com injecdo de CO, ao longo do
tempo (p<0,05), provavelmente, por causa da maior porosidade do queijo, que
apresentou maior dessoramento e consequente diminui¢do da umidade,
aumentando, assim os valores dessa variavel (ECK, 1987; FOX et al., 2000 e
PINTO et al., 2009). O pH ¢ uma variavel importante no processo de fabricagao
de queijos que afeta ndo somente a formagdo do codgulo, como também a
sinérese da massa e, consequentemente, a umidade e a textura do queijo (FOX et
al., 2000).

Buriti et al. (2007) também observaram incrementos nos valores de
firmeza em queijos Minas Frescal adicionados de &cido latico e cultura probiotica
durante a estocagem por 21 dias a 5-7 °C. Por outro lado, os queijos Minas
Frescal adicionados de fermento latico homofermentativo apresentaram redugao
nos valores de firmeza apds 7 dias de estocagem nas mesma temperatura.

Stampanoni e Noble (1991) também observaram aumento dos valores de
firmeza e redugdo do teor de umidade dos queijos. Alguns autores citam que a
penetracdo de sal na matriz proteica e o aumento do teor de proteina devido a
concentragdo provocada pela perda de umidade estdao correlacionados ao aumento

da firmeza dos queijos.
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Na Tabela 14 ¢ mostrada a diferenca de tratamentos apresentada na
analise, sendo as médias gerais de todos os tempos, que representa o efeito

principal de tratamento.

Tabela 14 — Valores médios de perfil de textura (TPA) para os tratamentos para o
queijo Minas Frescal

Variaveis Tratamentos
CO, Agua Carbonatada Controle
Firmeza 21,824 a 15925 b 18,202 b
Fraturabilidade 14,706 a 10,643 b 11,678 b
Mastigabilidade 117,57 a 85,59 b 95,38 ab
Coesividade 0,6759 a 0,6820 a 0,6435 a
Gomosidade 11,755 a 8,552 b 9,536 ab
Elasticidade 8,1447 a 8,1052 a 8,1085 a

Letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Com relagdo a variavel fraturabilidade, o tratamento com injecao de CO,
superou (p<0,05) os tratamentos com adi¢do de agua carbonatada e o controle
que, por sua vez, ndo diferiram entre si (p>0,05).

Para a varidvel mastigabilidade, o tratamento com inje¢ao de CO, no leite
superou significativamente (p<0,05) o tratamento com adicdo de 4agua
carbonatada, porém nao diferiu significativamente (p>0,05) do controle. Esse, por
sua vez, também ndo diferiu significativamente (p>0,05) do tratamento com
adicao de adicdo de 4gua carbonatada.

Com relacdo a varidvel gomosidade, os tratamentos com injecdao de CO; e
o controle ndo diferiram entre si (p>0,05), assim como os tratamentos com adigao
de agua carbonatada e controle também nao diferiram entre si. No entanto, o
tratamento com inje¢cdo de CO, apresentou gomosidade significativamente maior
(p<0,05) em relagdo ao tratamento com adi¢do de agua carbonatada.

Na Tabela 15, apresenta-se a média de cada tratamento dentro de cada
tempo para o perfil de textura dos queijos Minas Frescal tratados pelos diferentes

métodos de incorporagdo de CO,.
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Tabela 15 — Perfil de textura ao longo do tempo de estocagem dos queijos Minas Frescal tratado com os diferentes métodos de

incorporacao de CO,

Idade do queijo Tratamento Firmeza* Fraturabilidade*  Mastigabilidade* Coesividade* Gomosidade* Elasticidade*
(dias) (N) (N) (N) (Taxa) (N) (mm)
CO, 18,6493 12,9687 100,2893 0,7007 10,0270 8,1665
7 Controle 16,7699 10,8587 85,5023 0,6608 8,5485 38,1381
Agua carbonatada 12,3534 9,1630 71,9040 0,7483 7,1883 8,2746
CO, 20,2562 14,1202 110,4434 0,6981 11,0421 8,1186
14 Controle 17,1208 11,1307 89,6926 0,6535 8,9675 38,0489
Agua carbonatada 14,5967 10,0464 82,2418 0,7017 8,2126 8,1694
CO, 21,8630 15,2717 120,5974 0,6954 12,0573 8,0707
21 Controle 17,4717 11,4027 93,8828 0,6462 9,3864 7,9598
Agua carbonatada 16,8400 10,9299 92,5796 0,6550 9,2370 8,0642
CO, 22,5018 14,7426 123,4696 0,6463 12,3445 38,1691
28 Controle 19,2990 12,8009 108,1436 0,6611 10,8122 8,4291
Agua carbonatada 17,7946 11,5605 86,0523 0,6496 8,6035 7,9074
CO, 25,8514 16,4285 133,0719 0,6392 13,3045 8,1985
35 Controle 20,3498 12,1965 99,6951 0,5957 9,9675 7,9667
Agua carbonatada 18,0404 11,5175 95,1860 0,6553 9,5166 38,1103

* média de cada tratamento dentro de cada tempo; N = Valor em Newton.



4.2. Efeito do uso de CO; na fabricacéo de queijo Minas Padréo
4.2.1. Composicéo fisico-quimica do leite
Os resultados das andlises fisico-quimicas do leite utilizado nas

fabricacdes dos queijos Minas Padrdo dos diferentes tratamentos encontram-se na

Tabela 16.

Tabela 16 — Composi¢ao fisico-quimica média do leite utilizado para a fabricagao
dos queijos Minas Padrao dos diferentes tratamentos

Tratamentos
Variveis , CO, Agua,ca_rbonatada C;o_ntrole
(média £ DP) (média £ DP) (média + DP)
Gordura (%, m/v) 3,00+ 0,00 a 3,00 £ 0,05 a 3,00 £ 0,05 a
EST (%, m/v) 11,65+ 0,31 a 11,44 + 0,58 a 11,39+ 0,57 a
Proteina (%, m/v) 3,45+0,16 a 3,49+0,16 a 3,49+0,16 a
Densidade (g/mL) 1,0312+0,0012 a 1,0312+0,0005 a 1,0308 =0,0008 a
Acidez* (%, m/v) 0,22 +0,01 b 0,15+0,01 a 0,15+0,01 a
pH 6,33 +0,08 b 6,85+ 0,05 a 6,80 + 0,09 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. DP =
Desvio Padrdo; EST = Extrato Seco Total; * = % de compostos acidos expressos como acido latico.

As amostras dos leites utilizados para a fabricacdo dos queijos Minas
Padrao dos diferentes tratamentos apresentaram composigoes fisico-quimicas
muito semelhantes para a maioria das variaveis. Tal fato foi esperado porque,
assim como no experimento com o queijo Minas Frescal, para o queijo Minas
padrdo utilizou-se o leite do mesmo tanque de estocagem de leite cru. O leite do
tratamento com adicdo de dgua carbonatada também foi analisado antes da
incorporacdo da agua. Sendo assim, sua composi¢do ndo difere estatisticamente
(p>0,05) da composicao do leite utilizado no tratamento controle.

O leite do tratamento com injecdo de CO, foi analisado ap6s o processo de
injecdo de CO,, pelo fato de o gas ser adicionado no leite a 32 °C na linha de leite
pasteurizado, logo apds a sessdo de resfriamento do pasteurizador. Segundo a
analise de variancia, a inje¢ao do gas resultou em diferenca significativa (p<0,05)

na acidez tituldvel e no pH do leite que obteve valor médio de 0,22 % (m/m) e pH
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de 6,39 em relacdo ao leite utilizado para os demais tratamentos, que ndo
diferiram entre si. O pH desejado do leite, na faixa de 6,3, foi atingido através da
incorporacdo de aproximadamente 1,6 g/L de CO,.

A adicdo de CO, para obtengdao de um pH no leite acima de 6,0 foi usada
por CALVO et al. (1993) e Mc CARNEY et al, (1995) para inibir a
multiplicagdo de microrganismos esporulados em leite cru antes da fabricacao de
queijos. Outros autores (MONTILLA et al., 1995; St-GELAIS et al., 1997) tém
relatado que leites pré-acidificados com CO,, para pH de 6,0 e 6,56,
respectivamente, coagularam de uma maneira similar aos controles, porém, com
75 % e 30 % menos coagulante, respectivamente. Para Fox e Mc Sweeney
(1998), a importancia da composi¢do do leite esta ligada a coagulagao

enzimatica, firmeza da coalhada, sinérese e textura do queijo.

4.2.2. Composicao fisico-quimica do queijo apds a fabricacéo

A Tabela 17 apresenta a composigdo fisico-quimica dos queijos Minas

Padrao dos diferentes tratamentos.

Tabela 17 — Composi¢ao fisico-quimica média dos queijos Minas Padrao dos
diferentes tratamentos

Tratamentos
Variaveis co, Agua carbonatada Controle

(média = DP) (média £ DP) (média = DP)
Umidade (%, m/m) 4824+023 a 48,46 +1,59 a 4823 +1,24 a
Gordura (%, m/m) 26,56 0,31 a 25,56 £1,39 a 2594 +1,71 a
GES 51,31+0,56 a 50,23 +1,63 a 50,07 +245 a
NaCl (%, m/m) 1,51+0,16 a 1,57+ 0,42 a 1,70+ 0,19 a
S/U (%, m/m) 3,12+0,32 a 3,18+ 0,77 a 3,53+0,38 a
RMF (%, m/m) 3.83+£029 a 397+£026 a 421+023 a
Proteina (%, m/m) 23,13+£0,51 a 23,13+0,32 a 23,62+0,53 a
pH 507+0,03 a 516+0,06 a 513+0,05 a
Célcio inorgénico total (%, m/m) 0,54+0,03 a 0,52+0,04 a 0,57+0,05 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. DP =
Desvio Padrao; GES = Gordura no Extrato Seco, S/U = Sal na Umidade; RMF = Residuo Mineral Fixo.
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Nao houve diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) entre os
tratamentos para nenhuma das variaveis estudadas na composicdo do queijo
Minas Padrao (pH, umidade, gordura, extrato seco total, sal, sal na umidade,
RMF, proteina e teor de calcio total). A auséncia de diferenca significativa com
relacdo ao pH dos queijos Minas Padrao dos diferentes tratamentos foi esperada
devido ao efeito da acidificagdo da cultura latica adicionada que produziu 4cido
latico durante o periodo de fermentagdo da massa, o que igualou o pH final dos
queijos. Outro fator importante ¢ que essa similaridade na composi¢do dos
queijos indica que o processo de fabricagdo e o método empirico de detec¢ao do
ponto pela consisténcia da coalhada apresentaram boa precisdo e

reprodutibilidade nas diferentes fabricagoes.

4.2.3. Composicéo fisico-quimica do soro

Os resultados das analises fisico-quimicas do soro obtido das fabricagdes

dos queijos Minas Padrao dos diferentes tratamentos encontram-se na Tabela 18.

Tabela 18 — Composic¢ao fisico-quimica média do soro obtido das fabricagdes dos
queijos Minas Padrao dos diferentes tratamentos

Tratamentos
Variaveis CO, Agua Carbonatada Controle
(média + DP) (média + DP) (média + DP)
pH 6,37 £0,05 b 6,51 £0,06 a 6,71 £0,12 a
Acidez* (%, m/v) 0,16 + 0,015 b 0,11 +0,01 a 0,10+ 0,013 a
EST (%, m/v) 5,94+ 0,20 a 5,82 +0,28 a 6,03 £0,24 a
Gordura (%, m/v) 0,16 = 0,05 a 0,20 + 0,00 a 0,24 + 0,05 a
Densidade (g/mL) 1,0270 £ 0,0009 a 1,0259 + 0,0008 a 1,0264 £+ 0,0003 a
Proteina (%, m/v) 0,75+ 0,05 b 0,86 + 0,05 a 0,88 + 0,07 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. DP =
Desvio Padrdo; EST = Extrato Seco Total; * = % de compostos acidos expressos como acido latico.

Pode-se observar pelos resultados obtidos que o soro do queijo Minas
Padrao fabricado com injecdo de CO,; no leite apresentou diferenca significativa

(p=<0,05) de pH, acidez tituldvel e teor de proteina em relacdo aos tratamentos
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com adi¢do de dgua carbonatada e controle, que nao diferiram entre si (p>0,05).
Para as demais variaveis avaliadas, tal diferenca nao foi constatada. A diferenca
no pH e na acidez titulavel foi certamente por causa da presenca de CO, no soro,
que diminuiu o seu pH e aumentou a acidez. O menor teor de proteina encontrado
no soro do queijo do tratamento com inje¢do de CO, indica maior recuperagao
desse componente no queijo, o que foi também registrado pelos indices de
porcentagem de perda de proteina pelos métodos empirico e técnico na avaliagao
de rendimento.

Dias e Gigante (2009), ao avaliarem o efeito da pré-acidificacdo do leite
com CO, no rendimento e nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas
Frescal, encontraram diferengas significativas para pH, acidez titulavel e teor de
gordura do soro do tratamento com CO, em relacdo ao soro do tratamento
controle. Nelson et al. (2004), avaliando o impacto da pré-acidificacao do leite
com CO, na composicao e rendimento de queijo Cheddar, também encontraram
menor valor de pH do soro durante a etapa de drenagem no tratamento com CO,
em comparacdo ao tratamento controle. Os valores obtidos para a composi¢ao
fisico-quimica do soro do queijo Minas Padrao sdo muito semelhantes, exceto no
teor de gordura, aos valores encontrados por Teixeira ¢ Fonseca (2008) ao
avaliarem o perfil fisico-quimico de soro de queijos Minas Padrdao produzido em
diversas regioes 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), gordura de
0,68 % (m/v), proteina de 0,80 % (m/v) e densidade de 1,0249 (g/mL).

4.2.4. Analise de rendimento

Na Figura 17, sdo mostrados os diferentes métodos de avaliagdo de
rendimento utilizados no experimento para o queijo Minas Padrao.

A analise de variancia ndo indicou diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05) em relacdo as variaveis “Porcentagem de perda de gordura pelo método
técnico”, “Coeficiente GL” e “Rendimento Ajustado” para os queijos dos

diferentes tratamentos.
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Figura 17 — M¢étodos de avaliagdo de rendimento utilizados no experimento para
o queijo Minas Padrao.

No entanto, a andlise de variancia registrou efeito significativo (p<0,05)
para as variaveis ‘“Porcentagem de perda de proteina pelo método empirico” e
“Porcentagem de perda de proteina pelo método técnico”. Para ambas as
variaveis avaliadas, o queijo tratado com injecdo de CO, no leite apresentou
menor porcentagem de perda de proteina em relacdo aos demais tratamentos, mas
isso ndo influenciou nas variaveis “Coeficiente GL” e “Rendimento Ajustado”.

O tratamento com inje¢cao de CO, apresentou porcentagem de perda de
proteina mais baixa (p<0,05). Esse fato pode ser atribuido a uma melhor
formacao da coalhada que permitiu maior aprisionamento desse constituinte na
rede proteica. Porém, com relagdo as variaveis “Coeficiente GL” (g ST/L) e
“Rendimento Ajustado”, (L’kg A) o tratamento com injecao de CO, nado diferiu
significativamente (p>0,05) dos demais tratamentos. Tal fato pode ser explicado
pelo menor pH da coalhada no tratamento com inje¢ao de CO,, o que poderia
resultar em menor grau de ligagdes entre cadeias de caseina favorecendo a
formacdo de uma estrutura mais porosa ¢ aberta (FOX et al., 2000), como

constatado nas micrografias da microscopia eletronica de varredura. No caso de
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maior porosidade da massa, resultaria em maior expulsio de soro da coalhada no
tanque e nas etapas posteriores, € com isso uma producao final em kg de queijo
que ndo seria estatisticamente maior. Nas variaveis “Coeficiente GL” e
“Rendimento Ajustado”, a producdo final em kg de queijos € considerada para o
calculo.

No caso do experimento com o queijo Minas Padrdo, o ponto final de
fabrica¢dao no tanque foi medido de maneira empirica por meio da sensibilidade
tatil manual da consisténcia da coalhada, diferentemente do experimento com o
queijo Minas Frescal que foi medido em fungdo do tempo (20 min de mexedura).
Esse fator contribuiu muito para o melhor aproveitamento de s6lidos na coalhada
por litro de leite trabalhado, principalmente com relacdo ao aproveitamento de
proteina. Tal fato refletiu também no “Coeficiente GL” (g ST/L) e menor
porcentagem de perda de gordura no soro para o tratamento com injecdo de CO,,

apesar de ndo apresentar diferenca significativa.

4.2.5. Efeito do uso de CO; nos tempos de fabricacdo

Na Tabela 19 sdo apresentadas as médias dos tempos de fabricagdo para o

queijo Minas Padrao em fung¢do dos diferentes tratamentos.

Tabela 19 — Tempos de fabricacdo para os diferentes tratamentos para o queijo
Minas Padrao. Médias das trés repeticoes

Tempo gasto

Redugéo do tempo (min)

Reducao do tempo (%6)

(min) Tratamento vs. Controle Trat. vs. Controle
Variaveis CO, Agua Controle Aqua Aqua
(média + Carbonatada  (média CcO, g CcoO, g
DP) (média + DP) DP) Carbonatada Carbonatada
Coagulacdo 19+2 b 33+6a 34+6a 15 1 45 5
Mexedura 32+3 b 40+4a 43+5a 10 3 25 7
Adigao do
coagulante 5, ¢y 73+£9a 77+10a 26 4 34 6
ate o pOIltO
Tempo total =,y ¢y 93+6a 97+10a 26 4 27 5

de fabricac¢do

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. DP =

Desvio Padréo.
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O tempo entre a adi¢cdo de coagulante e o corte da coalhada foi 45 %
menor para o tratamento com CO, e 5 % menor para o tratamento com adi¢do de
dgua carbonatada em comparacdo ao tratamento controle, conforme apresentado
na Tabela 19. O efeito do CO, foi visualmente aparente na redugdo do tempo de
coagulacao para o queijo Minas Padrdo. A pré-acidificagdo do leite com injegdo
de CO, produziu um coagulo mais firme que pode ser detectado pelo toque e pela
resisténcia da coalhada ao ser cortada com as liras. Tal fato pode ser explicado
pelo menor pH do leite antes da coagulacao, que se aproximou do pH 6timo de
acdo da enzima coagulante (pH 6,0), resultando em maior firmeza da coalhada e
reduzindo o tempo de coagulagcdo (FOX et al., 2000).

Outro fator importante a ser considerado ¢ a quantidade de calcio soluvel
que pode ser maior no leite tratado com CO,, sendo que, quanto maior a
quantidade de célcio soluvel presente no meio, mais rapida serd a formacao do
coagulo e maior a sua firmeza (NELSON et al., 2004). O menor pH do leite
favorece o aumento da velocidade de agregacdo das micelas, aumentando a
firmeza do gel durante a coagulacdo. Esse aumento na agregagdao micelar decorre
da diminuicao da estabilidade das micelas por neutralizagdo das cargas negativas
e pela migracao de fosfato de calcio intracelular para a fase aquosa, aumentando
a disponibilidade de ions célcio em solugdo (FOX et al., 2000).

A adicdo de agua carbonatada no leite para a fabricacdo do queijo Minas
Padrdo teve pouco efeito na reducdo do tempo de coagulagdo (5 %) em
compara¢do ao tratamento com inje¢do de CO, (45 %). Para esse tipo de queijo, a
adicdo de agua carbonatada apresentou menor efeito na reducdo do tempo de
coagulacdo em comparagdo a utilizagdo desse tratamento para o queijo Minas
Frescal que apresentou 16 % de redugdo no tempo de coagulagdo. Outro fator
importante a ser considerado ¢ a perda do CO, durante a etapa de pré-maturagao e
do leite com fermento e aquecimento da massa durante a mexedura para o queijo
Minas Padrao além da auséncia de adicao de acido latico, fatores que diminuiram
o efeito do CO, nos tempos de fabricacao.

O efeito do tratamento com injecdo de CO, foi também aparente na

reducdo do tempo de mexedura (25 %) em comparagdo ao tratamento controle.
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Tal fato pode ter surgido do menor pH do leite antes da coagulacdo, que
favoreceu a formagdo de um coagulo mais poroso € com maior capacidade de
expulsdo de soro. Esse apresentou maior dessoramento e a obten¢dao do ponto foi
possivel em menor tempo. Para o experimento com o queijo Minas Padrao, foi
utilizada a determinacdo empirica, por meio de toque da coalhada, para
visualizacdo da consisténcia da mesma, o que ndo foi possivel para o queijo
Minas Frescal, para o qual foi fixado o tempo de 20 min de mexedura. Tal
procedimento pode ter ajudado a contrabalancear o maior dessoramento
provocado por uma estrutura mais porosa, dado o menor pH do leite no
tratamento com inje¢cdo de CO,. O tratamento com adi¢do de 4gua carbonatada
apresentou leve reducdo no tempo de mexedura (7 %) em relagdo ao tratamento
controle.

O tempo total entre a adicdo do coagulante até¢ o ponto foi 34 % menor
com o leite pré-acidificado com inje¢do de CO, em comparagdo ao controle. Isso
foi possivel principalmente pela diminuicdo do tempo de coagulaciao e do tempo
de mexedura necessario para obtengao do ponto que, para o queijo Minas Padrao,
foi detectado empiricamente pela ligeira consisténcia dos graos ao serem tocados
com a mao. O tratamento com adi¢cao de agua carbonatada apresentou reducao no
tempo de 6 % em relagdo ao tratamento controle para essa variavel.

O tempo total de fabricacdo também foi consideravelmente menor com o
leite pré-acidificado com injecdo de CO, (26 min, 27 %) e ligeiramente menor
para o tratamento com adi¢do de dgua carbonatada (4 min, 5 %) em relagcdo ao
tratamento controle. Menor tempo total de fabricagdo foi observado por St-Gelais
et al. (1997) para queijo Cheddar, fabricado com leite pré-acidificado com CO,
(pH 6,56). Entretanto, eles relataram um tempo similar do corte até a drenagem
do soro em relagdo ao tratamento controle ¢ 30 min menos no tempo de
cheddarizagdo. Nelson et al. (2004) encontraram menor tempo total de fabricagdao
(15 min) e menor tempo entre a adicdo de coagulante e a drenagem do soro (10
min) para queijo Cheddar pré-acidificado com CO; até pH de 5,93. A redugdo do
tempo de coagulagdo também foi observada por Calvo et al. (1993) que

registraram redu¢do no tempo de coagulagdo enzimatica de 80 % em queijos
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espanhois fabricados com leite pasteurizado, o pH do leite foi abaixado de 6,65
para 6,0 com adi¢do CO,. Ruas-Madiedo et al. (2002) obtiveram reducdo de 60 %
no tempo de coagulagdo na fabricacdo de um queijo espanhol de massa dura,
apo6s a reducdo de 0,5 unidades de pH através da adicao de CO; no leite.

Dias e Gigante (2009) observaram redug¢do de 80 % do tempo de
coagulacdo com o abaixamento do pH em 0,6 unidades (de 6,8 para 6,2) no leite
acidificado através da adicdo de acido lactico ou CO,. Silveria et al. (2009)
observaram que o abaixamento do pH foi acompanhado da reducdo da dose de
coagulante necessaria para coagulagdo do leite no mesmo tempo. Em pH 6,20, foi
registrada a redu¢do de aproximadamente 74 % de coagulante em relagdo ao leite
controle. A necessidade de menor concentracdo de enzimas com o abaixamento
de pH ¢ consequéncia do aumento da atividade da quimosina, que estd associado
ao aumento da velocidade de quebra das ligacdes 105-106 da kappa-caseina
(DALGLEISH, 1993).

Para Nelson et al. (2004), qualquer tratamento que possa reduzir o tempo
de fabricacdo sem efeitos prejudiciais nas propriedades sensoriais € funcionais
dos queijos pode ser atrativo para as industrias de laticinio visando melhorar sua

qualidade e competitividade.

4.2.6. Perfil de pH durante a fermentacéo do queijo
A evolugdo do pH ao longo do tempo para os trés tratamentos no periodo

de fermentacdo, apds a pré-prensagem e durante a prensagem do queijo Minas

Padrao, ¢ mostrada na Figura 18.
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Figura 18 — Evolucdo do pH durante a fermentagao do queijo Minas Padrao.

A funcao primaria da cultura “starter” ¢ a producao de acido latico a partir
de lactose que ¢ crucial para a fabricacdo da maioria dos queijos. O pH da massa
decresce para proximo de 5,0 em um periodo de tempo entre cinco e vinte horas,
dependendo da variedade do queijo a ser fabricado (FOX e Mc SWEENEY,
1998; WALSTRA et. al., 1999).

A producao de acido ¢ uma caracteristica muito importante na fabricacao
do queijo Minas Padrao. Grande parte da lactose do leite € perdida no soro como
lactose ou lactato de calcio (aproximadamente 96 %) durante a drenagem do
mesmo. Entretanto, a coalhada possui ainda uma quantidade de lactose residual, e
a sua fermentagdo com a producdo de &cido latico e a desmineralizacdo da
coalhada influenciam diretamente na textura inicial do queijo. Durante a
fermentagdo do queijo Minas Padrdo, o pH normalmente deve baixar para 5,5,
antes da etapa de salga em salmoura, para que a maturacao ocorra normalmente e
0 queijo adquira as suas caracteristicas sensoriais desejaveis, evitando a formagao
de uma massa com textura borrachenta, o que aconteceria no caso de um pH mais
elevado. Quanto menor o tempo de fermentagdo, mais rapidamente a lactose
residual serd degradada e transformada em acido latico pelas bactérias do
fermento adicionado, o que provocara um efeito inibidor sobre bactérias do grupo

coliforme e com isso menores serdo os riscos de estufamento precoce
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(FURTADO, 2005). Qualquer modificagdo no processo ou na tecnologia de
fabrica¢do que possa prejudicar a atuagdo do fermento latico, modificando o seu
grau de acidificagdo seria prejudicial e, consequentemente, afetard a qualidade do
queijo.

O pH da massa logo apds a pré-prensagem foi menor (p<0,05) para o
tratamento com injecdo de CO, que apresentou pH de 6,25, seguido pelo
tratamento com adi¢do de dgua carbonatada que apresentou pH de 6,46 e pelo
tratamento controle com pH de 6,53. As curvas de fermentagdo dos queijos
controle e dos queijos com adicdo de agua carbonatada apresentaram um pH
inicial mais elevado em razao da menor quantidade de CO, dissolvido no meio.
Durante a etapa de prensagem até 2h e 25 min o pH do tratamento com injecao de
CO, foi menor em relagdo aos demais tratamentos, quando entdo o tratamento
controle passou a apresentar menor pH. Tal fato pode ser atribuido a producao de
acido latico pela cultura latica adicionada. A queda das curvas de pH ocorreu
como esperado, apesar de apresentarem inclinagdes diferentes. Tal
comportamento indica que os tratamentos nao alteraram o perfil fermentativo da
cultura latica, que demonstrou producao de 4cido normal no queijo Minas Padrao.
As diferencas na inclinagdo das curvas podem ser atribuidas as diferencas
encontradas na composi¢ao do queijo dos diferentes tratamentos que influenciam

diretamente na capacidade tamponante da massa.

4.2.7. Evolucdo do pH durante o tempo de armazenamento

Na Figura 19 apresenta-se a evolucdo das médias de pH ao longo do
armazenamento em fun¢do dos diferentes tratamentos utilizados para o queijo
Minas Padrao.

A anilise de varidncia ndo indicou diferenca significativa (p>0,05) em
relacdo ao pH do queijo Minas Padrdo para os tratamentos, para os tempos de
armazenamento que variam de 1 a 120 dias e para a interacdo entre tratamento e

tempo de armazenamento.
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Figura 19 — Evolugdo do pH ao longo do armazenamento do queijo Minas Padrao
em func¢ao dos diferentes tratamentos.

Esses valores médios de pH encontrados neste experimento foram
ligeiramente superiores aos observados por Londono (1998) que obteve valores
médios de pH variando de 4,91, nos tempos 3 a 5 dias, a 4,85, nos tempos 28 a 32
dias ao avaliar a composi¢do fisico-quimica de sete marcas de queijos Minas
Padrao.

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 maturagdo. No entanto, aumento no pH ¢ comum
em muitas variedades de queijos. Esse aumento pode ser atribuido ao processo de
degradagdo do acido latico presente na massa do queijo juntamente com a
proteolise e liberacdo de amodnia a partir da degradacdo de aminodcidos (FOX et

al., 2000).

4.2.8. Evolucédo do teor de umidade durante o tempo de armazenamento

A anélise de variancia nao indicou diferenga significativa (p>0,05) para os

diferentes tratamentos, para o tempo de armazenamento e para a interagdo entre
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tratamento e tempo de armazenamento. Desse modo, os queijos dos diferentes
tratamentos se comportaram de maneira similar, ndo modificando o seu teor de
umidade ao longo do tempo de estocagem que variou de 1 a 120 dias.

Tal comportamento ocorreu como esperado, visto que os queijos Minas
Padrao foram embalados em embalagens plasticas termoencolhiveis a vacuo. A
maioria das fabricas de queijos no Brasil utiliza embalagens em sistema de vacuo,
por possuirem pouca permeabilidade ao vapor de agua, ao oxigénio, ¢ ao CO,.
Esse tipo de embalagem protege o queijo contra contaminagdes, cria um
ambiente anaerdbio e facilita o transporte e o empilhamento do produto durante a
estocagem. A maturagdo dos queijos dentro da embalagem a vacuo ¢ um fator
importante na sua protecdo e controle da qualidade (Mc SWEENEY, 2007). Com
o uso dessa tecnologia, ndo € necessario o controle da umidade relativa do ar na
camara de maturagdo, pois a embalagem ¢ impermeavel e evita a perda umidade

durante essa etapa.

4.2.9. Extensdo e profundidade da protedlise durante o tempo

Na Figura 20, apresenta-se o comportamento da extensdo da protedlise ao
longo do armazenamento para o queijo Minas Padrao.

A andlise de variancia ndo indicou diferen¢a significativa (p>0,05) em
relagdo a extensdo da protedlise para os tratamentos no queijo Minas Padrio,
assim como para a interagdo entre tratamento e tempo. Porém, para os tempos de
armazenamento que variaram de trés a cento e vinte dias, tal diferenga foi
registrada (p<0,05). Houve efeito significativo de tempo de armazenamento e a
profundidade da proteodlise apresentou uma tendéncia quadratica de crescimento

ao longo do tempo através do modelo apresentado na Figura 20.
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Figura 20 — Comportamento da extensdo da protedlise em fun¢do do tempo de
armazenamento para o queijo Minas Padrao.

Considerando-se que os tratamentos nao apresentaram diferencas
significativas e que os modelos ajustaram-se adequadamente, eles foram
agrupados em uma s6 curva, tanto para a extensdo como para a profundidade da
protedlise, possibilitando uma melhor visualizagdo do efeito do tempo de
armazenagem do queijo Minas Padrdo sob as varidveis estudadas. Na Tabela 20,
sao mostrados os valores médios de extensdo, ao longo do tempo de maturagdo

para os tratamentos para o queijo Minas Padrao.

Tabela 20 — Valores médios de extensdo ao longo do tempo para os queijos
Minas Padrao dos trés tratamentos.

Dias de estocagem Extenséo (%)
3 491 a
30 888 b
60 12,19 ¢
90 15,56 d
120 16,15 d

Letras iguais indicam valores semelhantes,
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Na avaliagdo geral, os resultados médios para extensao da protedlise dos
queijos obtidos dos diferentes tratamentos apresentaram aumento desses indices
ao longo do tempo de armazenamento. Houve efeito quadratico de tempo,
conforme modelo e grafico (Figura 20), ao longo do armazenamento com meédias
que variaram de 4,91 % a 16,15 % para os tempos de trés a cento e vinte dias.
Nos tempos a partir de noventa dias os valores de extensdo foram bastantes
superiores do que os encontrados no inicio da maturacao. Tal comportamento foi
esperado devido ao aumento da degradacdo da matriz proteica provocado
possivelmente pela acdo de coagulante residual, da atividade da plasmina e das
enzimas proteoliticas da cultura latica e das bactérias nao “starter” (NSLAB).

Os valores médios encontrados para extensdo da protedlise neste
experimento foram muito proximos aos observados por Londono (1998) que
obteve valores médios de indices de extensdo variando de 7,92 %, nos tempos 3 a
5 dias, a 15,28 %, nos tempos 28 a 32 dias ao avaliar o padrao fisico-quimico de
sete marcas de queijo Minas Padrao.

Na Figura 21, estd apresentado o comportamento da profundidade da

proteolise ao longo do armazenamento para o queijo Minas Padrao.
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Figura 21 — Profundidade da protedlise em funcdo do tempo de armazenamento
para o queijo Minas Padrdo dos diferentes tratamentos.

96



Em relagdo a profundidade da protedlise, a andlise de varidncia também
nao indicou efeito significativo (p>0,05) para os diferentes tratamentos com o
queijo Minas Padrdo e para a interacdo entre tratamento e tempo. Porém, para os
tempos de armazenamento (trés a cento e vinte dias), tal diferenca foi constatada
(p<0,05). Houve efeito significativo de tempo de armazenagem, da seguinte
forma: a profundidade da protedlise apresentou uma tendéncia linear de
crescimento ao longo do tempo através do modelo apresentado na Figura 21.

Na Tabela 21 sao mostrados os valores médios de profundidade ao longo
do tempo de estocagem refrigerada para os tratamentos para o queijo Minas

Padrao.

Tabela 21 — Valores médios de profundidade ao longo do tempo para os queijos
Minas Padrao dos trés tratamentos

Dias de estocagem Profundidade (%0)

3 249 a
30 526 b
60 8,19

90 9,63 d
120 12,12 f

Letras iguais indicam valores semelhantes,
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

A profundidade da protedlise apresentou tendéncia linear de crescimento
com valore que variaram de 2,49 % a 12, 12% no periodo de trés a cento e vinte
dias. Os valores médios encontrados para profundidade da protedlise neste
experimento foram muito proximos aos observados por Londono (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 Padrao.

Esses indices apresentaram aumento (p<0,05) para os tempos de
armazenamento (3 a 120 dias). Tal comportamento foi esperado, pois o queijo
contém enzimas provenientes do coagulante, do leite, das bactérias laticas

adicionadas, das bactérias nao starter (NSLABs) e de outros possiveis
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microrganismos contaminantes presentes no meio. A degradagdo mais acentuada
da matriz proteica do queijo com liberagdo de fragdes nitrogenadas de baixa
massa molecular ¢ provocada pela acdo de enzimas como aminopeptidases,
dipeptidases e tripeptidases, principalmente apds a lise das células.

Virios estudos tém demonstrado que as enzimas do coalho ou coagulante
sdo as principais responsaveis pela protedlise inicial e pela producao de
nitrogénio soltvel em pH 4,6. Entretanto, a produgao de peptideos pequenos e
aminoacidos livres € proveniente, principalmente, da agdo de enzimas originadas
da cultura “starter” (FOX et al., 2000). O aumento dos indices de extensdo e
profundidade da protedlise durante a maturagdo do queijo Minas Padrao ¢ muito
importante, pois permite a modificacdo da textura e o desenvolvimento das
caracteristicas ideais de sabor e aroma.

Ao comparar os indices de maturacdo do queijo Minas Frescal com os do
queijo Minas Padrao, observa-se que o Minas Frescal apresentou maior indice de
extensdo da protedlise com 30 dias de armazenamento em relagdo ao queijo
Minas Padrao. Porém, para a profundidade da proteolise do queijo Minas Frescal
apresentou menor valor com 30 dias de armazenamento em relacdo ao queijo
Minas Padrao. Esse comportamento pode ser justificado, considerando-se o teor
de umidade, que ¢ maior para o queijo Minas Frescal. O coagulante ¢ um dos
maiores responsaveis pela protedlise na maioria dos queijos e esta disperso na sua
fase aquosa, de modo que, quanto mais umidade no queijo, maior serd a atividade
do coagulante na matriz proteica. Além disso, maior teor de umidade
normalmente acelera a atuacao de proteases como plasmina e, consequentemente,
aumenta a extensdo da proteodlise do queijo. Ja a profundidade ¢ favorecida em
queijos com adicao de fermento latico, como o Minas Padrao, e ¢ resultado de
uma degradacdo mais acentuada da matriz proteica do queijo provocada
principalmente pela acdo de enzimas desses microrganismos apos a lise celular.
Como no queijo Minas Frescal ndo foi adicionado fermento latico era esperado

que a profundidade da proteolise fosse menor em relacao ao queijo Minas Padrao.
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4.2.10. Analises microbiologicas

4.2.10.1 Analises microbioldgicas do leite

Como o experimento com o queijo Minas Padrao foi realizado no mesmo
dia do experimento para o queijo Minas Frescal, foi utilizado o mesmo leite para
ambos os experimentos, sendo realizadas as mesmas contagens para o leite.
Sendo a Contagem Padrao média para o leite utilizado nos diferentes tratamentos
igual a 2,54 log UFC/mL. As amostras de leite pasteurizado ndo apresentaram
contagens de coliformes a 30 °C ou a 45 °C e de fungos filamentosos e leveduras.
Encontra-se, portanto, dentro do limite permitido pela Instru¢dao Normativa n° 51

de 2002 para leite pasteurizado (BRASIL, 2002).

4.2.10.2 Anélises microbioldgicas dos queijos

As amostras de queijos Minas Padrdo dos diferentes tratamentos
apresentaram auséncia contagens de Salmonella sp. e de Listeria monocytogenes
em 25 g de amostra. As contagens de Staphylococcus aureus foram < 10
UFC/mL para todos os tratamentos. As amostras encontravam-se, portanto dentro
do limite de tolerancia para amostra indicativa conforme RDC n° 12 da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001).

4.2.10.3 Contagem de coliformes totais

A Figura 21 apresenta as contagens de coliformes totais ao longo do

tempo para os trés tratamentos no queijo Minas Padrao.
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Figura 21 — Contagens de coliformes totais em fun¢do do tratamento e do tempo
para o queijo Minas Padrdo. As setas indicam contagens nao
detectaveis pela técnica utilizada.

A anélise de variancia nao indicou diferenga estatisticamente significativa
(p>0,05) em relagdo as contagens de coliformes totais para os tratamentos e para
a interacdo entre tratamento e tempo (p>0,05) para queijo Minas Padrdao. Porém,
para os tempos de armazenamento que variaram de 3 a 120 dias, tal diferenca foi
detectada (p<0,05).

Embora as condigdes adversas ao microrganismo estivessem aumentando
ao longo do tempo, um leve efeito antimicrobiano poderia ser atribuido ao CO, e
ndo aos demais fatores, pelo fato de a composicao fisico-quimica do queijo e as
condigdes de maturagdo terem sido similares nos trés tratamentos. Segundo
Daniels et al. (1985), uma das principais explicagdes para a adicdo de didxido de
carbono em alimentos ¢ o fato de que ele desloca parte ou a totalidade do
oxigénio viavel necessario ao metabolismo bacteriano, diminuindo a
multiplicacdo. O efeito combinado do CO, e outras técnicas de conservacao de
alimentos como refrigeracdo, pasteurizagdo ou embalagens impermeaveis tem

sido demonstrado na literatura (LOSS e HOTCHKISS, 2003).
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4.2.10.4 Contagem de fungos filamentosos e leveduras

Na Figura 22, encontram-se os resultados das contagens de fungos
filamentosos e leveduras em fun¢do dos tratamentos e do tempo para o queijo

Minas Padrdo.
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Figura 22 — Contagem de fungos filamentosos e leveduras em fung¢do do
tratamento ¢ do tempo para o queijo Minas Padrdo. A seta indica
contagem nao detectavel pela técnica utilizada.

A analise de variancia nao indicou diferenca estatisticamente significativa
(p>0,05) em relacdo a contagem de fungos filamentosos e leveduras para os
queijos obtidos dos diferentes tratamentos, para os tempos de armazenamento,
que variaram de 1 a 40 dias e para a interagdo tratamento e tempo (p>0,05).

Apesar de o queijo ter sido maturado dentro da embalagem a vacuo, o que
criaria um ambiente anaerobio desfavoravel aos fungos filamentosos, algumas
leveduras sdo anaerobias ou suportam baixa concentra¢do de oxigénio. Para esse
grupo microbiano, assim como ocorreu nas contagens de coliformes, embora nao
tenha havido diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) entre os

tratamentos, as contagens foram ligeiramente menores ao longo do tempo de
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maturacdo para os queijos dos tratamentos com injecdo de CO; e adigdo de agua

carbonatada em relacao ao tratamento controle.

4.2.11. Analise sensorial em fungéo do tempo

4.2.11.1 Aceitacado sensorial

A andlise de variancia ndo indicou diferencga significativa (p>0,05) para os
tratamentos, para os tempos de armazenamento (p>0,05) e para a interacao
tratamento e tempo (p>0,05) em relagdo a aceitacdo sensorial do queijo Minas
Padrao.

Na avaliacdo geral os queijos dos diversos tratamentos obtiveram boa
aceitabilidade sensorial com meédia de 7 pontos na escala hedonica de nove
pontos, sendo classificado com o termo heddnico “gostei moderadamente”.
Todos os tratamentos apresentaram um ligeiro aumento na aceitagdo sensorial ao
longo do tempo de maturagdao que pode ser explicado pela modificacao da textura
e pelo desenvolvimento de sabor e aroma durante o periodo, porém esse aumento
nao foi significativo (p>0,05). Esses resultados comprovam que os consumidores
ndo demonstram aceitacao diferenciada para o queijo Minas Padrdao com tempo
de maturagdo prolongado, o que esté relacionado ao héabito de consumo do queijo
novo.

Na Tabela 22, apresenta-se a pontuacdo média da aceitacdo sensorial do
queijo Minas Padrao dos trés tratamentos no intervalo de tempo de 3 a 120 dias

de armazenamento.
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Tabela 22 — Pontuagdo média da aceitagdo sensorial do queijo Minas Padrao dos
trés tratamentos ao longo do tempo avaliado

Tratamentos
Dias CO, Agua Carbonatada Controle
3 6,7 a 70 a 6,8 a
30 70 a 70 a 70 a
60 72 a 6,7 a 7,1 a
90 72 a 6,9 a 74 a
120 69 a 70 a 7,6 a

Nas linhas, valores seguidos pela mesma letra
ndo diferem entre si (p>0,05), pelo teste Tukey.

4.2.11.2 Andlise de preferéncia

Com relagdo ao teste de ordenacdo para o queijo Minas Padrido, sdo
mostrados na Tabela 23 os resultados das somas das ordens de cada tratamento
para cada tempo estudado. Os pares de soma de ordens seguidas de pelo menos
uma mesma letra, para cada tempo, nas linhas, ndo diferem entre si quanto a
preferéncia, pelo teste de Friedman a 5 % de probabilidade (MINIM, 2006).

Pelos resultados apresentados, observa-se que ndo houve preferéncia
significativa entre os tratamentos ao longo dos tempos avaliados (3, 30, 60, 90 e

120 dias), bem como para a interacao tratamento e tempo.

Tabela 23 — Soma de ordens de preferéncia dos trés tratamentos em cada tempo
para o teste de ordenacao

Dias Tratamentos i
Injecdo de CO, Controle Agua Carbonatada
3 64 a 66 a 50 a
30 57 a 63 a 60 a
60 61 a 53a 66 a
90 59a 55a 66 a
120 62 a 54 a 64 a

Nas linhas, letras iguais indicam valores semelhantes,
pelo teste de Friedman a 5% de probabilidade.
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4.2.12. Analise microestrutural

Para o queijo Minas Padrao aos 7 e 29 dias de armazenamento, na Figura
23 sdo apresentadas as micrografias da microscopia eletronica de varredura dos
queijos dos diferentes tratamentos. De forma semelhante ao queijo Minas Frescal,
diferencas na microestrutura, aos 7 dias, foram observadas, onde a matriz
proteica do queijo tratado com inje¢ao de CO, (A-7) apresentou visualmente uma
estrutura mais compacta, com maior niumero de poros de tamanho reduzido em
comparag¢ao com a matriz proteica dos queijos dos demais tratamentos (B-7) e
(A-7). O tratamento com adigdo de &agua carbonatada (C-7) apresentou
visualmente uma microestrutura muito semelhante em comparagdo com o
tratamento controle (B-7), porém com tamanho de poros um pouco maiores.

Aos 29 dias, também foram observadas diferencas entre as microestruturas
dos queijos dos diferentes tratamentos. O tratamento com inje¢do de CO, (A-29)
apresentou microestrutura mais bem definida e mais porosa em relacdo aos
demais tratamentos. Ambas as estruturas mostraram-se mais intumescidas devido
a protedlise da massa atribuida ao fermento adicionado. No entanto, o tratamento
com adi¢do de 4gua carbonatada (C-29) apresentou microestrutura com grande
desarranjo da matriz proteica. Tal fato pode ter decorrido da incorporagdo de 5 %
de agua no leite, o que poderia favorecer o processo de modificagdo bioldgica da
matriz paracaseinica e alterar a sua estrutura, tornando-a fisicamente expandida.

Varias mudangas fisico-quimicas ocorrem nos componentes estruturais da
matriz proteica durante a maturagdo. Essas mudancas sdo promovidas por fatores
como coagulante residual, microrganismos e suas enzimas e mudancas no
equilibrio mineral entre a fase continua e a matriz paracaseinica. O tipo e a
extensdo das mudancas dependem da variedade, composicao e das condi¢des de
maturacdo do queijo. O aumento da hidratagdo da paracaseina, que ¢
acompanhado pela sua expansao fisica, ¢ mediado por fatores como sua hidrolise,

aumento do pH e solubilizag¢do do célcio ligado a caseina (FOX et al., 2000).
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(A-29) (B - 29) (C - 29)
Figura 23 — Micrografias da microscopia eletronica de varredura dos queijos Minas Padrao submetidos aos diferentes tratamentos; (A-
7) queijo tratado com injecdo de CO,, aos 7 dias, (B-7) queijo do tratamento Controle, aos 7 dias, (C-7) queijo do
tratamento com adicdo de 4gua carbonatada, aos 7 dias; (A-29) queijo tratado com injecdo de CO,, aos 29 dias, (B-29)
queijo do tratamento Controle, aos 29 dias, (C-29) queijo do tratamento com adi¢ao de 4gua carbonatada, aos 29 dias.



5. CONCLUSAO

Com base nas condigdes empregadas neste experimento € nos resultados
obtidos, pode-se concluir que:

e A acidificagdo do leite com injecio CO,, at¢ pH proximo de 6,3,
otimizou o processo de fabricacdo dos queijos Minas Frescal e Minas Padrdo por
meio da reducdo dos tempos gastos para a fabricagdo de ambos os queijos.

e A adi¢do de CO, ao leite modificou a composi¢ao fisico-quimica dos
queijos Minas Frescal que apresentaram menor pH em relagdo ao tratamento
controle. Ao longo do tempo avaliado, o queijo Minas Frescal tratado com
injecdo de CO, ao leite apresentou menor pH e teor de umidade em relagdo aos
queijos dos demais tratamentos, em virtude do maior dessoramento provocado
pela sua microestrutura mais porosa.

e A injecdo de CO, ao leite aumentou a firmeza e a fraturabilidade dos
queijos Minas Frescal. No entanto, ao longo do tempo, a firmeza aumentou em
razao da maior porosidade e da consequente perda de umidade.

e Para o Minas Padrdo, os tratamentos nao influenciaram na composi¢ao
fisico-quimica, no perfil fermentativo da cultura latica, na aceitabilidade e na
preferéncia sensorial, bem como na evolucdo dos indices de extensdo e
profundidade da protedlise. Isso indica que o processo de fabricacdo e o método
empirico de deteccdo do ponto pela consisténcia da coalhada apresentaram boa

precisdo e reprodutibilidade nas diferentes fabrica¢des. Sendo assim pode-se
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substituir o tratamento controle pelo tratamento com inje¢ao de CO, no leite para
a fabricacao do queijo Minas Padrao.

e A acidificacdo com CO, alterou a cifra de transicdo de proteina para o
queijo. Os queijos tratados com inje¢do de CO, no leite apresentaram menor
porcentagem de perda de proteina em relagdo aos demais tratamentos, para
ambos os tipos, Minas Padrdo e Minas Frescal. No entanto, o rendimento
ajustado e o coeficiente GL ndo foram afetados.

e Os queijos Minas Frescal ¢ Minas Padrao tratados com inje¢ao de CO,
apresentaram visualmente microestrutura mais compacta € mais porosa em
comparacdo aos demais tratamentos. A modificagdo na microestrutura dos

queijos Minas Frescal alterou suas propriedades mecanicas e reoldgicas.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os beneficios tecnoldgicos e econdmicos gerados pela utilizacao do CO,
sdo suficientes para justificar a sua aplicabilidade e incentivar as pesquisas,
principalmente com relacao a modificagdo do processo de fabricagdo dos queijos,
visando melhorar as variaveis de rendimento. Modificagdes bem sucedidas serdao
necessarias para dar subsidios as industrias de laticinios na tomada de decisdo
quanto a utilizagao de CO, dissolvido no leite para a fabricacao de queijo.

Uma alternativa para melhorar os indices de rendimento seria a diminuicao
do tempo de mexedura, visando contrabalancear o maior dessoramento,
juntamente com a utilizacdo de CO,, porém, sem a acidificacdo com acido latico.
Isto resultaria em pH final mais elevado e consequentemente diminuiria a
dessoragem dos queijos.

Conforme relatos de industrias que trabalharam com leite acidificado por
meio de inje¢do de CO, para fabricagdo de queijos, somente as economias
geradas com a diminui¢do de uso de coagulante seriam suficientes para garantir o
retorno do investimento na implantag¢ao do sistema em apenas dois meses € meio.

O servico de Inspecdao Federal brasileiro atualmente proibe a adicdo de
dioxido de carbono ao leite para a fabricagdo de queijos e outros produtos lacteos.
A justificativa contra a adicdo ¢ que os possiveis efeitos microbiologicos
relatados na literatura possam gerar algum tipo de negligéncia com relacao as

boas praticas de producao do leite e de fabricagdo dos produtos lacteos. No
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entanto, os principais efeitos benéficos para os queijos Minas sdo de carater
tecnologico. Sendo assim, acredita-se, entretanto, que a legislagdo sobre o
assunto possa avangar particularmente se houver interesse da industria de

laticinios.
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