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RESUMO

z

A estocagem de leite cru na fazenda é considerada etapa fundamental na
preservacdo de sua qualidade pré e pos-processamento. Muitos estudos tém
sugerido o uso da acidificacdo do leite cru por CO,, pois este processo resulta em
efeitos bacteriostaticos. O queijo Minas Frescal € um produto fresco, de curta vida
de prateleira e susceptivel & répida deterioracdo microbiologica. Desta forma, surgiu
o0 interesse de adequar a adicdo de CO; ao leite destinado a fabricacdo do Minas
Frescal. Os objetivos deste trabalho foram determinar o efeito da carbonatacéo do
leite pasteurizado destinado a produgé@o do queijo Minas Frescal, sob parametros
texturais, microbiolégicos e fisico-quimicos, comparando com o método de
acidificagdo direta. Um queijo controle (pH 6,8), dois carbonatados e dois outros
queijos por acidificacdo direta (pH 6,4 e 6,0) foram produzidos e comparados. A
acidificacdo do leite promoveu a multiplicagdo de bactérias acido lacticas nos queijos
produzidos por ambos o0s processos. Micro-organismos psicrotroficos, psicrotroficos
proteoliticos e psicrotroficos lipoliticos resultaram em menores contagens a faixas de
pH mais baixas nos dias 4 e 8 de armazenamento. Os queijos elaborados com CO;
apresentaram maior dureza, independente do pH. A umidade e o pH diminuiram
com o armazenamento, devido a sinérese e a producdo de acido lactico,
respectivamente. Os queijos processados por acidificagdo direta mostraram maior
acidez do que aqueles adicionados de CO,. De acordo com os dados obtidos, leite
pasteurizado acidificado com CO, pode ser satisfatoriamente usado na fabricagéo de

queijo Minas Frescal, substituindo o processo de acidificagdo direta.

Palavras-chave: CO,. Queijo. Minas Frescal. Carbonatagéo.
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ABSTRACT

The storage of raw milk on the farm is considered a crucial step in preserving its pre
and post-processing quality. Many studies have suggested the use of raw milk
acidification by CO., since this process results in bacteriostatic effects. Minas cheese
is a fresh product, with a short shelf life and susceptible to rapid microbiological
spoilage. Thus, the interest of add CO2 to milk appeared as a suitable alternative for
the manufacture of Minas Frescal. Our objectives were to determine the effect of
carbonation of pasteurized milk for the production of Minas cheese, on textural,
microbiological and physico-chemical parameters, compared to the direct
acidification method. A Control cheese (pH 6.8), two carbonated cheeses and other
two produced by direct acidification (pH 6.4 and 6.0) were compared. Acidification of
milk promoted the growth of lactic acid bacteria in cheeses produced by both
processes. Psychrotrophic microorganisms, proteolytic psychrotrophs and lipolytic
psychrotrophs had lower scores at lower pH ranges on days 4 and 8. Cheeses
elaborated with CO, had higher hardness, regardless of pH. Moisture and pH
decreased with storage due to syneresis and the production of lactic acid,
respectively. The direct acidification cheeses showed higher acidity than those
treated with CO,. According to the data collected, pasteurized milk acidified with CO,
can be satisfactorily used in the manufacture of Minas Frescal cheese, replacing the

direct acidification process.

Key words: CO,. Cheese. Minas Frescal. Carbonation.
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INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

Os queijos séo alimentos de alto valor nutricional, ricos em proteinas, lipideos,
carboidratos, calcio, fésforo, zinco, iodo, selénio e vitaminas (A, D e complexo B).
Existem mundialmente mais de 1.000 tipos de queijos, considerando a espécie de
animal o qual o leite é proveniente e os diferentes processos de producéo,
conferindo assim diferentes formas, texturas, sabores e odores (PERRY, 2004;
SPREER, 1991).

Em 2004 o Brasil produziu cerca de 470.000 toneladas de queijos. Destes,
aproximadamente 29.000 toneladas corresponderam a producdo da variedade
Minas Frescal, sendo assim um dos queijos mais produzido no pais (EMBRAPA,
2010). Suas principais caracteristicas sdo sabor agradavel e ligeiramente &cido, de
aroma leve e delicado. Este queijo é do tipo fresco, de alta umidade e pH maior que
5,0. Estas caracteristicas somadas a manipulagdo durante a fabricacdo tornam-no
um meio propicio & contaminac¢des microbiolégicas e rea¢des bioquimicas.

A qualidade dos queijos € determinada pela qualidade da matéria-prima, além
de processamento e armazenamento adequados. O leite como matéria-prima
principal, deve ser de boa procedéncia e de baixa contaminacdo microbiolégica,
razdo pela qual a selecdo do mesmo deve estar baseada principalmente na
qualidade desejada para o produto final.

A adocgdo da estocagem do leite cru em temperaturas de refrigeragdo nas
propriedades rurais reduziu as perdas do leite provocadas pela atividade de
bactérias mesofilicas, que acidificavam o leite n&o refrigerado. Entretanto, a
manutencdo do leite cru sob refrigeracdo, por periodos prolongados, favorece a
selecdo de micro-organismos psicrotréficos, que sdo capazes de se multiplicar a 7
°C ou menos, independente de sua temperatura 6tima de crescimento (COUSIN,
1982; ARCURI, 2003).

A carbonatagdo € o nome dado ao processo que envolve o emprego de
dioxido de carbono (CO;) em meios aquosos, 0 que resulta na formacdo de &cido
carbbnico. Estudos mostram que a acidificagdo por dioxido de carbono € uma

tecnologia promissora para a manutencdo da qualidade microbioldgica do leite cru

12



INTRODUGAO

armazenado sob refrigeracdo, por possuir agdo bacteriostatica (MA et al., 2003;
HOTCHKISS et al., 2006; SHIRAI, 2010).

A inativacdo microbiana por CO, dependente de véarios parametros, como
temperatura, pressdo e umidade. Estas condigbes podem contribuir ou ndo com a
efetividade do tratamento, pois afetam diretamente na difusividade do CO, (LIN et
al., 1992). Com certos limites, uma maior duragdo da exposi¢cdo ao didxido de
carbono permite melhor redugédo microbiana (BALLESTRA, 1996). Alguns trabalhos
mostraram que o ajuste do leite a pH proximo de 6,0 através da carbonatacéo,
melhora consideravelmente a estabilidade microbiolégica quanto a organismos
psicrotroficos (RUAS-MADIEDO et al., 1996; SHIRAI, 2010).

O prolongamento do armazenamento sob refrigeragcdo do leite na fazenda
permite um acumulo de quantidades consideraveis de leite para a fabricacdo de
gueijos. Este procedimento pode oferecer incentivos econdmicos e convenientes em
fazendas que produzem alguns litros de leite diariamente para producéo prépria de
queijo ou para o fornecimento de leite para as queijarias (RUAS-MADIEDO et al.,
1998).

O emprego eficaz da tecnologia de acidificacdo por CO, na conservacao do
leite pode tornar-se ferramenta muito Utii no aumento da vida-de-prateleira de
derivados, como o queijo Minas Frescal. Utilizando-se uma planta pré-existente de
carbonatagdo do leite, o custo de adequagdo do sistema para utilizagdo em
derivados seria reduzido. Como resultado, existiriam menores perdas do leite na
fazenda ou industria, e maior qualidade no leite e produtos lacteos. A utilizagdo do
processo de carbonatagdo poderia, portanto, oferecer beneficios em termos de
qualidade microbiolégica em relagdo a métodos pré-existentes como o de
acidificacdo direta, que é um processo muito utilizado na fabricagcdo deste e muitos

outros queijos.
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acidificagéo por CO, como tecnologia de
reducédo de determinados grupos bacterianos em queijo Minas Frescal, em funcéo
do tempo de armazenamento e avaliar sua influéncia sobre atributos de qualidade,

comparando com o método de acidificacé@o direta.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver a tecnologia de fabricacdo do queijo Minas Frescal a partir de leite
pasteurizado carbonatado.

- Analisar as propriedades fisico-quimicas do leite cru como matéria-prima e do
queijo como resultado de seu processo de fabricagéao.

- Avaliar o efeito da carbonatacdo sobre a multiplicagdo de micro-organismos
psicrotroficos, psicrotroficos proteoliticos, psicrotréficos lipoliticos e bactérias
laticas em queijo Minas Frescal comparado ao processo de acidificacdo direta a
cada 4 dias, durante armazenamento total de 20 dias.

- Estudar os parametros de textura dos queijos produzidos.

14
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS HISTORICOS

O leite € um dos produtos naturais mais valiosos e € desde milénios, um dos
constituintes fundamentais da alimentagdo humana. Como se trata de uma
substancia muito complexa, para ser transformada em seus multiplos derivados, é
necessaria a aplicagdo de tecnologias préprias para cada produto (SPREER, 1991).

O leite é o liquido secretado pelas glandulas mamaérias, tanto do ser humano,
como dos animais mamiferos, cujo fim é servir de alimento ao recém-nascido. Leite
cru é o produto obtido por uma ou mais ordenhas higiénicas do Ubere de uma ou
mais vacas, com posterior refrigeracdo e sem adicdo ou subtragdo de qualquer
substancia. Quando se trata de leite de outras espécies, deve-se indicar o animal de
procedéncia deste leite (SINGH e BENNET, 2002).

Queijo é o nome genérico para um grupo de produtos alimentares a base de
leite, produzidos ao longo de todo o mundo em uma grande diversidade de aromas,
texturas, e formas. Acredita-se que foi desenvolvido no Crescente Fértil entre os rios
Tigre e Eufrates, ha 6.000 anos, quando alguns animais comegaram a ser
domesticados como fonte de alimentos. Tradicionalmente, todos 0s queijos eram
feitos de leite cru, uma préatica que permaneceu difundida até a década de 1940.
Ainda hoje, uma parte significativa de queijos é feita de leite cru na Europa. A
utilizagéo de leite cru é indesejavel por oferecer perigos para a saude publica e pela
presenca de micro-organismos deteriorantes, o que pode causar defeitos no sabor
e/ou textura (JENSEN e KROGER, 2000; FOX et al., 2000).

Quando queijo era produzido a partir de leite fresco em fazendas ou em
pequenas fabricas locais, o crescimento de contaminagdo por micro-organismos era
minimo, mas conforme as fabricas tornaram-se maiores, o armazenamento do leite
por periodos mais longos se tornou necessario e, por conseguinte a qualidade
microbiolégica do leite tornou-se variada. Por razbes de saude publica, se tornou
cada vez mais popular desde o inicio do século passado a pasteurizacdo do leite

liquido para consumo (FOX et al., 2000).
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Todo o leite utilizado na produgédo de queijos frescos precisa ser de boa
qualidade e, tanto quanto possivel, livre de contaminagcé@o bacteriana ou de agentes
quimicos como antibiéticos, herbicidas, pesticidas, etc. No caso dos antibiéticos, se
forem administrados ao gado a ser ordenhado, estes serdo transmitidos ao leite e
poderéo inibir a sua coagulagéo ou alterar o tempo de maturagdo dos queijos devido
a alteracdes na microbiota latica (PERRY, 2004).

O consumo de queijo varia de modo extensivo no mundo sendo ele,
juntamente com os leites fermentados, o principal produto em crescimento no setor
do leite. HA muitas razBes para 0 aumento do consumo de queijos, incluindo a
imagem dietética, comodidade e flexibilidade de utilizacdo, e a grande diversidade
de sabores e texturas. Pode ser considerado como um alimento conveniente pela
sua ampla utilizagéo: como um dos principais componentes de uma refeicdo, como
uma sobremesa, ou como um ingrediente de outros alimentos; pode ser consumido
sem preparacdo ou ser submetido a diversos processos térmicos (JENSEN e
KROGER, 2000).

Os tratamentos podem transformar as caracteristicas quimicas e fisicas de tal
maneira, que o produto final seja muito distinto do produto cru inicial. Estes
processos consistem em separar fragdes ndo desejadas no produto final ou em
incrementar ou reduzir o conteddo de substéncias nutritivas dos alimentos
(SPREER, 1991).

2.2 QUEIJOS - DEFINICAO E COMPOSICAO

O queijo é elaborado com leite integral, creme de leite, leite desnatado, ou uma
mistura destes produtos. E considerado um dos alimentos mais nutritivos que se
conhece: um queijo com 48 % de gordura contém aproximadamente 23 — 25 % de
proteina. Comparativamente, isto significa que 210 gramas desse produto equivalem
a 300 gramas de carne, em quantidade proteica (PERRY, 2004; JENSEN e
KROGER, 2000). Quimicamente, € uma mistura de caseina, gordura lactea e outros

componentes do leite que se separa das matérias-primas por técnicas adequadas.
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Este processo de separacéo é favorecido adicionando-se enzimas, acidificando e/ou
por aquecimento (JENSEN e KROGER, 2000; SPREER, 1991).

A classificagdo dos queijos baseia-se em caracteristicas decorrentes do tipo
de leite utilizado, do tipo de coagulacdo, da consisténcia da massa, do teor de
gordura, do tipo de casca, do tempo de cura, entre outros (PERRY, 2004).

Para a elaboracdo do queijo, geralmente a mistura lactea passa por
moldagem, salga, prensagem e adi¢cdo de culturas fungicas ou bacterianas. Em
muitos casos séo acrescentados também corantes, especiarias ou outros alimentos
ndo lacteos. O queijo pode ser consumido fresco ou em diferentes graus de
maturacdo (SPREER, 1991).

A elaboragdo de queijo € seguramente a forma mais antiga de
processamento do leite. A producdo de leite sempre esteve unida a intengdo do
homem pela conservacdo da proteina do leite. Os diferentes procedimentos de
fabricacdo do queijo, que implicam numa série de transformagfes bioquimicas,
fazem com que a caseina, a principio insipida, adquira um sabor agradavel e
caracteristico para cada tipo de queijo (SINGH e BENNET, 2002; SPREER, 1991).

2.3 DEFINICAO E COMPOSICAO DO QUEIJO MINAS FRESCAL

Segundo a Portaria n°® 352/97 do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento (BRASIL, 1997), através da Resolugdo MERCOSUL n° 145/96
(BRASIL, 1996a), o queijo Minas Frescal € um queijo fresco obtido por coagulacao
enzimética do leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo com acgdo de bactérias laticas especificas na forma de uma
massa coalhada, dessorada, ndo prensada, salgada e ndo maturada. E classificado
como queijo semigordo de alta umidade a ser consumido fresco, de consisténcia
branda e macia, com ou sem olhaduras mecéanicas, de cor esbranquicada, de sabor
suave a levemente acido, sem ou com crosta fina, de forma cilindrica e com peso de
0,3 a5Kag.

17
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O Ministério da Agricultura, em marco de 2004, por meio da Instrugdo
Normativa n° 44 (BRASIL, 2004) corrigiu a classificagéo da umidade, considerando o
Minas Frescal como queijo semigordo (de 25 a 44 % de gordura no extrato seco) de
muito alta umidade (n&o inferior a 55 %).

O Minas Frescal € um dos queijos ndo curados mais populares no Brasil
(NASCIMENTO et al., 2008). E originario do estado de Minas Gerais, ocupando o
lugar de 3° queijo mais produzido no pais (NOGUEIRA et al., 2005).

Produzido de leite de vaca, é caracterizado por sua massa branca,
consisténcia mole, textura fechada com algumas olhaduras irregulares, sabor suave
a levemente &cido (BRASIL, 1997; NASCIMENTO et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2009). Queijos macios, brancos, frescos que estdo sujeitos a processo minimo antes
de empacotar, sdo altamente pereciveis e assim tém uma vida de prateleira curta,
até mesmo sob refrigeragdo (SILVA et al, 2003). Segundo a Resolucdo RDC
n°145/96 do MAPA - Brasil, (1996a), o queijo Minas Frescal deve ser acondicionado
a temperaturas ndo superiores a 8 °C e embalado em embalagens plésticas ou
acondicionado em embalagens bromatologicamente aptas.

As caracteristicas proprias deste queijo — pH acima de 5,0, baixo contetdo de
sal (1,4 — 1,6 %) e auséncia de conservantes - favorecem reagfes bioquimicas e
microbiolégicas que afetam a qualidade (CARVALHO et al., 2007; SOUZA et al.,
2008; NASCIMENTO et al., 2008). No entanto este queijo n&o foi um produto muito
bem definido quando as suas propriedades fisicas e quimicas por n&o ter sido
consolidada uma padronizacdo do queijo e pela diversidade de processos de
fabricacéo (ABIQ, 2011; FURTADO e LOURENCO-NETO, 1994).

De acordo com Furtado e Lourenco-Neto (1994), as caracteristicas normais
do queijo Minas Frescal seriam a umidade de 55 % a 58 % e gordura de 17 % a 19
%. Alves (2010) avaliou a composi¢cédo centesimal do queijo Minas Frescal por
acidificacdo direta e obteve o0s seguintes resultados (aproximados): 64,6 % de
umidade, 4,1 % de cinzas, 16,7 % de proteinas e 18,9 % de gordura. Sangaletti
(2007), estudando a vida de prateleira de queijos Minas Frescal disponiveis no
mercado, encontrou valores médios no 1° dia de analise sendo: 21,2 % gordura e

21,3 % proteina.
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2.4 ETAPAS DE FABRICACAO DO MINAS FRESCAL

2.4.1 Obtencéo do leite

A obtencgéo do leite de vacas sadias, em condi¢des higiénicas adequadas, e 0
seu resfriamento imediato a 4 °C sdo as medidas fundamentais e primarias para
garantir a qualidade e a seguranca do leite e seus derivados (ARCURI et al., 2006).

Leite cru contaminado com patégenos nativos constitui um risco a saude
humana se usado sem pasteurizagdo para a producdo de queijos. Glandulas
mamérias infectadas por mastite stafiloc6cica clinica ou subclinica (infecgdo no
Ubere) sé@o a principal fonte de contaminag&o do leite cru. Deste modo, para evitar a
contaminacgédo do leite cru na fazenda, boas praticas de higiene sdo essenciais para
prevenir o0 acumulo, sobrevivéncia, e transmissao de patégenos (CHAMBERS, 2002;
FOX, 2000).

A acdo das bactérias ou de suas enzimas sobre os componentes lacteos
causa varias alteracdes no leite e seus derivados. Esses defeitos incluem sabores e
aromas indesejaveis, diminuicdo da vida de prateleira, interferéncia nos processos
tecnoldgicos e reducdo do rendimento, especialmente de queijos (CHAMPAGNE et
al., 1994).

A adocgao do processo de conservacéo pelo frio do leite cru reduziu as perdas
do leite nas indastrias de laticinios provocadas pela atividade de bactérias
mesofilicas fermentadoras de lactose, que acidificavam o leite ndo refrigerado.
Entretanto, mesmo a temperatura estando a 4 °C, n&o ocorre o impedimento para a
proliferacdo de micro-organismos psicrotréficos. A manutencdo do leite cru em
refrigeracdo por periodos prolongados favorece a sele¢do destes micro-organismos
0s quais representam um problema para as industrias de laticinios (COUSIN, 1982;
SANTOS e FONSECA, 2001; ARCURI, 2003).
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2.4.2 Pasteurizagéo

Seu objetivo principal € a destruicdo completa dos micro-organismos
patégenos que em determinadas circunstancias podem estar presentes no leite; por
esta razdo esta legalmente estabelecido pelo Decreto n® 66.183, de 05 de fevereiro
de 1970 (BRASIL, 1970), que todo o leite que serd comercializado deve ser ao
menos pasteurizado. A redugdo da carga microbiana constitui a base para os
posteriores processos de transformacéo do leite na elaboracdo de queijos e garantir
a conservagao suficiente da maior parte dos leites de consumo (SPREER, 1991).

O sistema de pasteurizagdo alta (HTST — High Temperature Short Time)
oferece custo relativamente baixo dos equipamentos e possibilita a recuperagcédo de
80-90% do calor por regeneracdo, tornando-se o procedimento mais rentavel de
pasteurizacdo (SPREER, 1991). A tecnologia envolve um tratamento térmico do leite
na faixa de temperatura de 72 a 75 °C durante 15 a 20 segundos, seguindo-se de
resfriamento imediato em aparelhagem adequada até temperatura igual ou inferior a
4 °C, sob condigbes que minimizem contaminagbes (BRASIL, 2002). Nestas
condigdes de operacao, a enzima fosfatase alcalina é inativada e a peroxidase ndo
se desnatura (SPREER, 1991; BRASIL, 2002).

Na pasteurizagdo lenta (63 °C por 30 minutos) o efeito térmico n&o é tdo
eficiente quando o numero inicial de micro-organismos € elevado. O custo dos
equipamentos é, em comparacdo com seu rendimento, muito elevado (SPREER,
1991).

A refrigeracdo € o processo que segue imediatamente apdés o tratamento
térmico. O leite é refrigerado a temperaturas consideravelmente baixas em relacdo
as de pasteurizacdo, para assim estar situado fora da zona de perigo térmico. A
temperatura final a ser escolhida deve estar em funcdo do destino do leite o qual
serd refrigerado. Caso sofra tratamentos posteriores, basta ser refrigerado de 10 —
25 °C (SINGH e BENNET, 2002; SPREER, 1991).

O processo de pasteurizacdo causa alteragdes no equilibrio salino do leite. O
tratamento térmico tende a diminuir a potencialidade coagulante do leite, pois ocorre
uma precipitacdo do célcio, antes solivel. Uma solucdo para corrigir o problema é

através do emprego CaCl,, que aumenta o teor de célcio no leite, repondo o calcio
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insolubilizado durante a pasteurizacdo. O CacCl, acelera a coagulacdo da caseina,

reduzindo o tempo de coagulagédo e aumenta a firmeza do codgulo (WONG, 1988).

2.4.3 Acidificacao e coagulacao

A acidificacdo é geralmente realizada através da producéo in situ de acido
latico (C3HsO3) através da fermentacdo da lactose por bactérias laticas. Inicialmente,
0 proposito da microbiota enddgena do leite era a producdo de &cido, mas uma vez
que esta microbiota tornou-se variavel, a taxa e extensdo de acidificacdo também
mudaram, resultando em queijos de qualidade duvidosa (FOX et al., 2000).

O queijo minas pode ser produzido industrialmente através de trés processos
diferentes: o método tradicional que leva a introdugdo de uma cultura latica, a

acidificacéo direta por &cido latico, e pelo emprego da ultrafiltracao.

Processamento Tradicional

No processamento tradicional, culturas laticas especificas sdo adicionadas ao
leite, as quais liberam acido latico como subproduto de seu metabolismo. Com isto,
0o pH é reduzido gradativamente, o que torna o0 queijo menos propicio ao
desenvolvimento de uma microbiota indesejavel e ainda, melhora a atividade
coagulante e a expulséo do soro (FOX et al., 2000).

O queijo minas é produzido pela coagulacdo enzimatica do leite pasteurizado,
complementado pela agdo de uma cultura iniciadora mesofilica &cido latica do tipo
‘O’ contendo Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp cremoris.
No entanto, o uso desta cultura pode causar uma acidificagéo excessiva do queijo
durante o armazenamento (BURITI et al., 2005a).

Culturas iniciadoras contribuem ao desenvolvimento de aroma e sabor
durante o armazenamento, por meio do metabolismo de carboidrato, protedlise e,

em menor grau, a lipdlise (CANDIOTI et al., 2002). A protedlise € a mais complexa



REVISAO BIBLIOGRAFICA

das trés reagBes durante o armazenamento do queijo e é provavelmente a mais

importante para o desenvolvimento de sabor, aroma e textura (BURITI et al., 2005b).

Processo da acidificacao direta

O processo de acidificagdo direta surgiu como substituto da adicdo de
culturas laticas por meio do emprego de &cido latico. Neste caso, o &cido que seria
produzido pelas bactérias € adicionado diretamente durante a fabricacdo do queijo
Minas Frescal, reduzindo o tempo necessario para o produto atingir determinado pH
e evitando que o produto se torne tdo &cido apds dias de armazenamento. Todavia,
0 uso de acidificagéo direta resulta em queijos com alto pH (em relagéo ao uso de
culturas laticas) e umidade em torno de 50 — 70 % (m/m), os quais sdo mais
susceptiveis a deterioracdo por micro-organismos contaminantes por ndo existir uma
microbiota iniciadora que predomine (FURTADO, 2005)

A técnica de acidificacéo direta resulta em maior rendimento dos queijos e
reduz alteracdes fisico-quimicas durante a vida de prateleira. Outro fator importante
€ a proximidade do pH do valor de 4,6 — 0 ponto isoelétrico da caseina -, ponto onde
ocorre a precipitacdo de proteinas, que leva a um aumento significativo da firmeza
do queijo. Este fendmeno pode ser observado pela na produgdo de queijos de
coagulacao &cida, nos quais ndo existe enzima como agente coagulante, mas sim o
acido adicionado ou produzido por bactérias (CARVALHO et al., 2007).

Porém, o uso do processo de acidificagdo direta pode produzir queijos com
maior susceptibilidade de proliferagdo de bactérias deteriorantes e patogénicas, pois
as culturas iniciadoras garantem uma producdo permanente de cido lactico e, em
alguns casos, a producdo de compostos antimicrobianos (BURITI et al., 2005b;
NALDINI et al., 2009). Além de acidificacdo, as bactérias iniciadoras realizam
funcdes muito importantes no amadurecimento do queijo (maturacéo), e por isso a
acidificacdo direta é utilizada principalmente para as variedades de queijo onde a

textura € mais importante do que a produgéo de sabor e aroma (FOX et al., 2000).
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2.4.4 Coagulacao

Segundo Spreer (1991), o passo essencial para a fabricacdo de todas as
variedades de queijos envolve a coagulacdo das caseinas do sistema proteico do
leite para formar um gel que aprisiona a gordura, quando presente. A coagulacao
pode ser alcangada por:

* Protedlise limitada por proteinases selecionadas (coalhos);

* Acidificacdo a pH 4,6;

* A acidificagdo a pH superior a 4,6 (aproximadamente 5,2) em combinagao
com aquecimento (aproximadamente 90 °C).

A coagulagdo por acidificagdo envolve a adicdo de acido ao leite em
quantidade suficiente para igualar o pH do meio ao ponto isoelétrico da proteina (pH
4,6). Neste pH as micelas de caseina agregam-se e precipitam. Esse método
fornece queijos de qualidade inferior aos produzidos pelo método enzimético
(PERRY, 2004).

A coagulagdo da caseina presente no leite envolve a utilizacdo de coalho
enzimatico. Os primeiros coalhos utilizados foram de origem animal, proveniente do
estbmago de ruminantes, principalmente bezerros e porcos. Outro coalho muito
utilizado é de origem microbiana (quimosina), que possui caracteristicas bastante
semelhantes aos de origem animal (PERRY, 2004).

A grande maioria das variedades de queijos (que representam cerca de 75 %
do total da producédo) sdo produzidas por coagulagdo enzimatica, mas algumas
variedades de coagulacdo &cida, tais como Quarg e queijo Cottage, sdo da maior
importancia. Os queijos de coagulacdo &cida com tratamento térmico s&o de
relativamente menor importancia. Eles sdo geralmente produzidos com soro de leite
ou uma mistura de soro e leite desnatado, sendo que provavelmente surgiu como
um instrumento para a recuperagdo das proteinas do soro que seriam perdidas.
Algumas variedades de queijos onde se utiliza tal processo séo a ricota (ltalia) e
afins, como o anari (Chipre) e manouri (Grécia) (FOX et al., 2000).

A caseina contém grande quantidade de amino&cidos essenciais, assim como
também uma consideravel quantidade de minerais e de biocatalisadores (SPREER,

1991). Os minerais participam do processo de coagulagéao do leite, influenciando a
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textura do queijo. O soro representa de 85 — 90 % do volume de leite utilizado na
fabricagdo de queijos, retendo aproximadamente 55 % dos nutrientes do leite.
Grande parte deste é eliminada durante o processo de fabricacdo do queijo e
aproveitada como matéria-prima na fabricacdo de produtos como iogurtes e ricota,
dentre outros (PERRY, 2004; ALMEIDA et al., 2001).

A coalhada enzimética ou 4cida s8o géis bastante estaveis se mantidos em
descanso, mas ao serem cortados ou partidos, eles rapidamente sofrem sinérese,
expulsando soro. A taxa e extensdo da sinérese sao influenciadas pela composicéo
do leite, especialmente as concentragcbes de Ca?" e caseina; o pH do soro; a
temperatura de cozimento; a taxa de mexedura da mistura coalhada-soro; e o tempo
(FOX et al., 2000).

A enzima atua hidrolisando ligagfes peptidicas da k-caseina, transformando-a
em para-caseina, que precipita em presenca de fons Ca'? formando, entdo, a
coalhada. Durante a formagdo da coalhada pode ser adicionado o CacCly,
aumentando assim o teor de fons Ca*? no leite, acelerando a coagulacédo da caseina
e ajudando a firmar o codgulo (PERRY, 2004).

A composicdo do queijo pronto é fortemente determinada pelo grau de
sinérese. Em menor ou maior grau, ela € uma etapa primordial de diferenciacéo
entre as variedades de queijo, embora o tipo e composi¢éo do leite, a quantidade e
tipo cultura iniciadora, e a quantidade e tipo de enzima também serem significativos
(FOX et al., 2000).

245 Salga

Grande parte das variedades de queijo € salgada por imersdo em salmoura
ou pela aplicacdo de sal seco na superficie. A salga pode ser feita também
diretamente no leite ou na massa previamente dessorada. A salga é a Ultima etapa
de producgdo, ela promove a sinérese de modo sutil, portanto, ndo é um método

satisfatorio para o controle da umidade da coalhada. A umidade pode ser melhor
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assegurada garantindo que o grau de acidificagcdo, aquecimento, e mexedura no

tanque sejam adequados para a variedade do queijo. (FOX et al., 2000).

2.5 MICROBIOLOGIA DO QUEIJO MINAS FRESCAL

2.5.1 Contaminacao de Produtos Lacteos

Segundo Spreer (1991), o leite e derivados constituem um meio nutritivo ideal
para 0s micro-organismos, pois contém todos os nutrientes necessarios para seu
crescimento. Conforme sua agdo e as correspondentes transformagdes tecnoldgicas
que provocam no leite e nos produtos lacteos, pode-se estabelecer a classificacdo

dos micro-organismos em trés grupos:

a) Micro-organismos benéficos para a industria: tém uma grande importancia na
induastria leiteira j& que sdo necessarios para as fermentacdes, a formacao de
aroma e de gases, assim como para precipitar proteinas na elaboracdo de
queijos.

b) Micro-organismos prejudiciais para a indastria: provocam transformacoes
indesejadas nos processos tecnoldgicos, por exemplo, coagulagdo do leite,
variagcOes de cor e de sabor e degradacgéo das proteinas.

c) Micro-organismos causadores de enfermidades (patdgenos): podem originar

nos animais e seres humanos doencas pela producao de toxinas.

Fatores ambientais como a temperatura, o pH e o oxigénio do ar — além dos
nutrientes e da Agua como solvente — sdo de extrema importdncia para o
crescimento, a reproducéo e o metabolismo microbiano (SPREER, 1991).

Infeccdes e intoxicagdes alimentares estdo se tornando cada vez mais
comuns em todo o mundo. Tais problemas de saude publica e o crescimento
microbiano em alimentos podem ser minimizados pela escolha cuidadosa das

matérias-primas, producao correta, e armazenagem adequada. O controle da carga
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microbiol6gica e a determinacdo do tipo de micro-organismo em particular sédo de
extrema importancia para laticinios (IRKIN, 2010).

Os queijos frescos de coalho possuem tipicamente um alto teor de umidade,
baixa acidez e textura macia. Estas caracteristicas favorecem o desenvolvimento de
bactérias que, em adicdo da vida de prateleira limitante deste produto, pode torna-lo
perigoso a saude dos consumidores (NALDINI et al., 2009). Desta forma, as
caracteristicas do Minas Frescal aumentam o risco potencial da incidéncia de
bactérias patogénicas, que estdo frequentemente associadas a surtos de doencas
alimentares. Contaminac¢des por Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Bacillus cereus podem ser encontradas neste produto (CARVALHO et al., 2007,
LITTLE et al. 2008; NASCIMENTO et al., 2008).

Produtos lacteos tém, por vezes, representado um importante veiculo de
infeccdo gastrointestinal no mundo. Muitas espécies enteropatogénicas foram
encontradas em leite e queijo armazenado sob temperaturas de refrigeracdo e
consumidos sem aquecimento (ARAUJO et al, 2002). Contaminacdo pos-
pasteurizagdo, durante a fabricagdo e manipulagéo, em equipamentos, temperaturas
irregulares durante o transporte e mas condigfes de armazenamento podem resultar
em altos niveis de micro-organismos patogénicos em queijo (BRUM, 2004,
REIBNITZ et al. 1998).

Os tipos de organismos no leite e queijo podem ser aumentados tanto pela
contaminagdo quanto pelo crescimento dos micro-organismos ja presentes. Os
métodos de produgdo, manipulagdo e manufatura devem ser muito bem delineados
para evitd-los. As mais importantes fontes de contaminag@o séo as superficies de
contato com o leite e as méaos dos trabalhadores da induUstria leiteira, embora a
cultura lactea iniciadora, o cloreto de célcio, o coalho e a salmoura possam também
exercer alguns efeitos sobre a qualidade do queijo (ROBINSON e TAMIME, 2002).

As contamina¢cdes microbianas sdo analisadas com tal rigor que para se
conhecer a existéncia de possiveis deficiéncias higiénicas, as quais implicariam em
contaminagbes alimentares, voltam-se as atengcbes para grupos de micro-
organismos, desde aqueles considerados indicadores, como também para 0s
patogénicos. Os micro-organismos encontram no alimento um substrato 6timo para o
desenvolvimento e até mesmo a liberag@o de substancias nocivas a salide humana
(FRANCO e ALMEIDA, 1992).
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2.5.2 Bactérias Laticas

As bactérias lacticas sdo denominadas assim em fungéo de sua preferéncia
em utilizar lactose como fonte de carbono, transformando a lactose em &cido lactico
sendo responséveis pela acidificacdo “esponténea’ do leite (RAPACCI e VAN
DENDER, 1997). O grupo inclui seis géneros de bactérias produtoras de acido latico,
Gram positivas e microaerdfilas: Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Enterococcus e Lactococcus (SILVA, 1997).

A maior parte das bactérias lacticas é destruida pelo aquecimento a 70 °C. A
multiplicag@o de alguns destes micro-organismos € acompanhada pela liberacéo de
enzimas proteoliticas capazes de degradar a caseina. A multiplicagdo desses micro-
organismos pode ser minimizada resfriando-se o leite rapidamente logo apos a
ordenha ou pasteurizando-o imediatamente. As principais fontes de contaminagéo
sdo os utensilios e equipamentos utilizados durante a ordenha e o transporte, além
das praticas de higiene pessoal do ordenhador (RAPACCI e Van DENDER, 1997).

2.5.3 Micro-organismos Psicrotréficos

O termo psicrotréficas é dado as bactérias que crescem em temperaturas de
refrigeracdo, ou seja, de 2 a 7 °C, independente de sua temperatura Otima de
crescimento (HAYES e BOOR, 2001; ROBINSON, 2002; VARGAS, 1979). E
possivel encontrar diversos organismos deste tipo no leite cru, sendo que diversos
géneros tém sido isoladas do leite, incluindo Pseudomonas, Enterobacter,
Flavobacterium, Klebsiella, Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes, e
Achromobacter (HAYES e BOOR, 2001).

Profissionais e pesquisadores da industria leiteira reconhecem que a
presenca da atividade dos psicrotroficos no leite cru causa um impacto tanto no
aroma e qualidade quanto no rendimento da coalhada. No entanto, as boas préticas

de fabricagdo podem ajudar a assegurar um fornecimento de leite de qualidade pela
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prevencdo do crescimento bacteriano e da contaminagcdo microbiologica
(CHAMBERS, 2002).

A presenca dessas bactérias no leite indica contaminacdo ambiental. O efeito
detrimental da atividade das bactérias psicrotréficas na qualidade do leite ou dos
produtos derivados, é de grande significAncia para a indastria de laticinios. Essa
atividade é decorrente da sintese, seguida pela liberagédo extracelular, das enzimas
peptidicas e éster hidrolases (VARGAS, 1979). Entre as enzimas extracelulares
termorresistentes produzidas por psicrotréficos, proteases e lipases sdo as que
possuem maior impacto na qualidade do leite e derivados (CROMIE, 1992).

Os psicrotréficos podem multiplicar-se em leite cru, criando sabor e aroma
desagradaveis e degradando os constituintes quimicos do leite. Muitas enzimas
termoestaveis produzidas por psicrotroficos também podem sobreviver a
pasteurizagdo e degradar o produto acabado, diminuindo a vida de prateleira dos
produtos lacteos e afetando o rendimento de produtos fermentados (COUSIN, 1982).

Psicrotroficos formadores de esporo podem sobreviver a pasteurizacdo e
afetar a qualidade do leite e seus derivados. Desta forma, eles podem acabar
germinando e multiplicando em condi¢cbes de refrigeracdo a qual os produtos sdo
armazenados (BOOR et al., 1998).

As bactérias psicrotréficas que mais deterioram os produtos lacteos
pertencem ao género Pseudomonas. Estes micro-organismos séo termosensiveis, e
facilmente destruidos pela pasteurizacdo, porém produzem enzimas extracelulares
(lipases e proteases) que sdo termorresistentes, permanecendo no leite apos a
pasteurizagdo (FOX et al., 2000; MOURA, 1997).

O Bacillus spp. psicrotréfico sobrevive a pasteurizagéo, limitando a vida util do
leite durante a estocagem. Alguns micro-organismos patogénicos isolados do leite
sdo psicrotroficos, entre eles 0 que se destaca € a Listeria monocytogenes que
consiste em sério problema para as industrias de laticinios principalmente em queijo
produzido com leite cru (FRANK et al., 1992). Algumas espécies do grupo das
bactérias coliformes séo psicrotroficas e constituem 10-30% da total de coliformes
isolados em leite cru a 57°C. A maior parte destes coliformes pertence ao género
Aerobacter spp. (THOMAS e DRUCE, 1972).
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2.6 ALTERACOES QUIMICAS DO QUEIJO

O Minas Frescal é um produto fresco, com vida-de-prateleira em torno de 20
dias (utilizando processos tradicionais). Durante o periodo de armazenamento
refrigerado deste produto, um nimero de reacfes bioquimicas ocorre, como a
protedlise e a lipdlise (CUNHA et al., 2006).

A proteolise provoca problemas tecnoldgicos como a reducdo no rendimento
de queijos pela degradac&o, principalmente, da caseina (LUCEY e KELLY, 1994). E
um dos eventos bioquimicos principais no desenvolvimento de sabor e aroma que
ocorrem durante o armazenamento da maioria das variedades de queijo. Ela
contribui na formacéo de sabor amargo do queijo devido & produgéo de peptideos e
aminoacidos livres, provenientes da degradacao da caseina (COUSIN, 1982; FOX et
al., 2000; SOUZA et al., 2001; ANTUNES, 2006).

A protedlise do queijo envolve a acéo integrada de enzimas proteoliticas,
como a plasmina (proveniente do leite) e quimosina residuais, sobre a caseina
intacta da coalhada (primeira fase da maturagdo) seguida da quebra de grandes
peptideos e oligopeptideos em pequenos peptideos e aminoacidos pela proteinase
celular e a peptidase das bactérias acido-laticas (MARTINEZ-CUESTA et al., 2001).

Existem varias esterases que podem hidrolisar ésteres de &cidos graxos no
leite. Mas a principal enzima lipolitica do leite de vaca € a lipoproteina lipase, que
libera &cidos graxos dos tri e diglicerideos e é ativa somente na interface 6leo-agua.
No leite, a lipdlise provoca um sabor desagradavel de rango e sabdo (COUSIN,
1982; WALSTRA, WOUTERS E GEURTS, 2006).

As lipases causam sabor prejudicial de rango ou saponificado, principalmente
em queijos de longa maturacdo. Estes compostos podem interferir, diminuindo o
desenvolvimento das culturas laticas no leite e nos queijos durante a fermentacéo.
Elas sédo mais prejudiciais ao sabor que as proteases, pois enquanto as proteases
sdo hidrossoluveis e se perdem em boa parte no soro, as lipases séo liposoliveis e

permanecem ligadas & massa do queijo (COUSIN, 1982).
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2.7ACIDIFICACAO POR DIOXIDO DE CARBONO

A industria do leite conta apenas com a refrigeragdo para manter a qualidade
de leite cru durante armazenamento e transporte. Limitada pelo crescimento de
bactérias psicrotroficas, a vida de prateleira do leite cru de boa qualidade é
normalmente menor que 5 dias (LAW, 1979; COUSIN, 1982).

Segundo Hotchkiss et al. (2006), quando se dilui o dioxido de carbono (CO5,)
em agua, € formado o acido carbénico (H,CO3). Nestas condi¢bes o CO; é instavel,

mantendo um equilibrio:
COz(ag) * H20(aq) T H2CO3(aq) T HCO3'(ag) + H'(aq)

Alguns trabalhos mostraram que o ajuste de pH em aproximadamente 6,0
através da carbonatacdo, melhora consideravelmente a estabilidade microbioldgica
quanto a organismos psicrotréficos (RUAS-MADIEDO et al., 1996; SHIRAI, 2010).

As Pseudomonas sé@o encontradas frequentemente no leite, sendo capazes
de produzir enzimas hidroliticas como proteinases e lipases (FOX et al., 2000). A
adicdo de dioxido de carbono em leite a 10-30 mm L™ inibe o crescimento do
organismo psicrotrofico deteriorante Pseudomonas fluorescens, prorrogando a vida
de prateleira do leite refrigerado (MUIR, 1996).

Um procedimento para evitar a proliferagdo de micro-organismos inclui a
adicdo de CO; em leite cru refrigerado (ROBERTS e TORREY, 1988; RUAS-
MADIEDO et al., 1996). Este é um método barato para prolongar armazenagem a
frio do leite na prépria fazenda. A acidificagdo a pH 6,2 com ajustes perioddicos de pH
pelo borbulhamento de gés, provou ser eficiente, estendendo a aproximadamente 12
dias o armazenamento a frio do leite cru. Faz-se necesséaria a degaseificacdo a
vacuo antes da pasteurizacdo do leite para torna-lo aceitavel para o consumo em
sua forma in natura (RUAS-MADIEDO et al., 1996).

A inativacdo microbiana por CO, € dependente de varios pardmetros, como
temperatura, pressdo e umidade. Estas condigbes podem contribuir ou n&o com a

efetividade do tratamento, pois afetam diretamente na difusividade do CO, (LIN et
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al., 1992). Com certos limites, uma maior duragdo da exposicdo ao didéxido de
carbono permite melhor redugéo microbiana (BALLESTRA, 1996).

Diversos autores propuseram mecanismos que levam a inibicdo ou
retardamento da proliferacdo de determinados micro-organismos através do
emprego de CO,. Uma das primeiras hipoteses abordadas por autores foi se a
acidificagdo, como consequéncia da carbonatacdo, seria a barreira para o
desenvolvimento microbiano. Butler (1982) estudou o emprego de &cidos variados,
comparado ao acido carbdnico na redugdo de grupos de micro-organismos. De
acordo com os resultados obtidos, houve inibicdo devido aos 4cidos em estudo, mas
ndo houve o mesmo efeito bacteriostatico como o do &cido carbdnico.

Daniels et al. (1985) relacionou o CO, como um agente que desloca o
oxigénio, substituindo-o. Desta forma os micro-organismos estariam limitados a uma
atmosfera anaerdbia ou microaerdbia, sendo que quando este foi substituido por Na,
0 mesmo efeito bacteriostatico ndo ocorreu.

No trabalho de Hendricks e Hotchkiss (1997) foi estudado o efeito de
atmosferas modificadas contendo CO, sobre o crescimento de Pseudomonas
fluorescens (aerdbio) e Listeria monocytogenes (anaerdbio facultativo) em solugéo
nutritiva. Para isto foram utilizadas diferentes concentragdes de O, (0 a 40 %) e CO;
(0O a 80 %), em balango com N2 numa atmosfera que fluia constantemente. De
acordo com os resultados obtidos, o CO; retardou o crescimento destes micro-
organismos mesmo quando a quantidade de O, na atmosfera foi mantida constante
(20%), sendo que o0 meio de cultura né&o sofreu alteragéo de pH.

O dioéxido de carbono é altamente sollvel em materiais hidrofébicos, como
lipidios, e ao se aproximar da superficie da célula bacteriana, o CO, aquoso pode se
difundir para o interior da membrana celular e acumular dentro da camada lipofilica
interna (fosfolipideos) (STRETTON et al., 1996; ISENSCHMID et al., 1995). Através
do emprego de altas pressdes (de 6 a 30 MPa) o poder penetrante do CO, nas
células microbianas - cerca de 30 vezes mais rapido que o oxigénio - na fase
lipidica, pode causar uma desordem estrutural e funcional na membrana celular
devido a uma perda da ordem da cadeia lipidica. Isto acarreta o0 aumento da fluidez
e, portanto, da permeabilidade da membrana (HONG e PYUN 2001; ISENSCHMID
et al., 1995; SEARS e EISENBERG, 1961).
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De acordo com Hutkins e Nannen (1993) e Wolfe (1980), com o aumento da
permeabilidade da membrana, o CO, pressurizado pode facilmente penetra-la e se
acumular no citoplasma das células bacterianas. A fim de manter um pH
citoplasmaético proximo do constante (que é essencial para a viabilidade e atividade
celular ideal), as concentracdes de CO, aquoso e HCO3 estdo, em primeira
insténcia, controladas pelo pH interno como resultado da homeostase celular. Se
muito CO, dissolvido entra no citoplasma, as células podem ser incapazes de
expulsar todos os H* e o pH interno comecara a diminuir. Se este diminuir muito, a
célula desidrata e sua permeabilidade a ions é aumentada, o que desbalanceia o
meio intracelular. Além disso, como resultado do pH externo menor, as células
também podem ser incapazes de manter o gradiente de pH resultante.

Muitos aspectos da estrutura e funcéo celulares séo influenciados pelo pH
interno, sendo que a atividade catalitica das enzimas € especialmente sensivel. O
CO: intracelular pode estimular “ciclos futeis"; reacdes de carboxilacdo e
descarboxilacdo, podem n&o dar retornos positivos, resultando em um gasto
energético desnecessario e perda de ATP. Assim, o CO, pode interferir diretamente
sobre os processos enzimaticos necessarios dentro das células (STRETTON et al.,
1996). Além disso, toda atividade enzimatica € maxima num determinado pH étimo,
sendo que esta atividade diminui drasticamente quando pende para ambos os lados
do 6timo. Assim, a reducdo do pH interno pode causar a inibi¢cdo e/ou inativacao de
enzimas essenciais para processos metabdlicos e reguladores, tais como a glicdlise,
transporte de aminoacidos e peptideos, transporte ativo de ions e translocagédo de
protons (HUTKINS E NANNEN, 1993).

Em leite inoculado com espécies psicrotroficas de Pseudomonas e
Enterobacter, a presenca de dioxido de carbono resultou em menor namero relativo
de bactérias em etapas pds-processamento como consequéncia do aumento da fase
lag bacteriana e reducdo da taxa de crescimento bacteriano, quando armazenado
em 6,1 °C. A embalagem contribuiu para esses efeitos. A adicdo de CO; a 8,7 mM e
21,5 mM nos produtos embalados prorrogou o prazo necessario para a contagem
bacteriana chegar a 10° UFC.mL™* de 6,4 dias (controle) para 9,7 e 13,4 dias,
respectivamente (HOTCHKISS et al., 1999).

Ruas-Madiedo et al. (1998) utilizaram acidificagdo por CO, a pH 6,2 para a
producéo do queijo espanhol Afuega’l Pitu. Calvo et al. (1993) verificaram que a
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acidificagéo do leite cru por CO; na faixa de pH 6,0 — 6,5 reduziram as contagens de

bactérias psicrotroficas, melhorando o rendimento dos queijos.

2.8 PROPRIEDADES TEXTURAIS

Assim como a boa parte dos alimentos sélidos e semi-sélidos, os queijos em
geral sdo materiais viscoelasticos. As propriedades reologicas dos queijos
dependem de sua composi¢do, microestrutura, do estado fisico-quimico de seus
componentes, da forga das interagdes entre os elementos estruturais que o compode
e de sua macroestrutura (FOX et al, 2000).

As propriedades fisicas do queijo (corpo/textura, derretimento/extenséo, e cor)
sdo influenciadas pela composi¢éo inicial do leite, processos de fabricacdo, e
condi¢cdes de maturagdo. Duas das propriedades mais importantes que influenciam
estas propriedades sdo as condi¢cdes das particulas de caseina no queijo (por
exemplo, interagdes entre as moléculas, bem como a quantidade de Ca associado
com estas particulas) e a extensdo da protedlise (LUCEY, 2003). De acordo com
Lawrence et al. (1987), a textura de queijos é dependente da relacdo caseina intacta
com a umidade e do pH.

A utilizacdo de métodos fisicos para avaliacdo da textura de queijos em
substituicdo a andlise sensorial sédo de grande interesse por eliminar a subjetividade
deste método. De acordo com Gunasekaran e Ak (2003) e Van Vliet (1991), no
estudo de textura instrumental, € comum utilizar-se de um texturbmetro para a
determinar-se o perfil de textura (TPA — Texture Profile Analysis). A analise de TPA
vem sendo empregada numa grande variedade e amostras de queijos; no entanto,
ela possui elementos de arbitrariedade em seu delineamento, que véo variar pelo
tipo, tamanho e qualidades da amostra, e configuracbes de operacdo do
texturometro (POLLARD et al., 2003).

Nesta avaliacdo, a amostra é submetida a dois ciclos de compresséo, sendo que
os dados obtidos resulta num grafico onde as curvas geradas levam a determinacao

de atributos de interesse, sao eles:
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Dureza (Hardness): For¢ca necessaria para atingir determinada deformacéao;
Coesividade (Cohesiveness): Resisténcia das ligagdes internas que compéem
0 corpo do produto;

Mastigabilidade (Chewiness): Energia necesséria para mastigar uma amostra
até estar pronta para engolir;

Elasticidade (Springiness): € a velocidade com que um material deformado
volta a sua condicao original apos ser retirada a for¢a deformante;
Adesividade (Adhesiveness): € a quantidade de for¢a para simular o trabalho
necessario para sobrepor a forcas de atragéo entre a superficie do alimento e
a superficie em contato com este;

Gomosidade (Gumminess): € a energia requerida para se desintegrar um

alimento semi sélido ao ponto de ser engolido.
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3 MATERIAL E METODOS

O projeto foi desenvolvido nos laboratdrios do Programa de Pés-Graduagéo
em Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Parana (UFPR), em
Curitiba — PR.

Os equipamentos utilizados constam comumente em laboratdrios de analises
de alimentos e pequenas unidades produtoras de derivados lacteos.

O leite cru foi coletado da Fazenda Experimental da UFPR, localizada na
cidade de Pinhais — PR. O leite foi obtido por meio de ordenha mecanica,
respeitando-se as boas praticas de fabricacdo. Ap6s ordenhado foi imediatamente
resfriado em tanque de expansédo provido de sistema de agitagdo e controle de
temperatura.

No momento do recebimento do leite, foi realizada imediatamente a
pasteurizagdo, sendo que uma aliquota de 200 mL foi reservada para a
caracterizacdo fisico-quimica. A pasteurizagdo foi realizada em processo de
batelada sob condigdes controladas (item 3.1), seguida da carbonatagdo do leite
com CO; (item 3.2).

A partir do leite pasteurizado padréo, e o leite acidificado, foram produzidos
queijos Minas Frescal. Para avaliacdo do CO, como agente bacteriostatico, o leite
pasteurizado padré@o foi submetido a uma acidificacdo por acido latico até atingir o
mesmo pH do leite carbonatado.

O armazenamento dos queijos foi feito a 7 °C durante um periodo de 20 dias
(FURTADO e LOURENCO-NETO, 2006). O processo resumido estd exemplificado

por meio da Figura 1.
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Leite cru

A

[ Carbonatacéo ]4— Pasteurizacéo "‘ Amglifrlg?a?ao ]
Fabricagdo do queijo
minas frescal

A

[ Embalagem a ]

vacuo

A
e N

Armazenamento
7 °C | 20 Dias

v

Analises (queijo)

\ J/

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA SIMPLIFICADO: CARBONATACAO E
PROCESSAMENTO DO LEITE

3.1 FABRICAGCAO DO QUEIJO MINAS FRESCAL

A Figura 2 apresenta o fluxograma com as etapas de fabricagdo do queijo

Minas Frescal, sendo que a tecnologia empregada esta descrita nos itens a seguir.
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Acidificagdo Direta Carbonatacéo
Leite Pasteurizado Padrao

Controle

\ 4

Adicdo de acido latico 85%
(1:10) ou NaOH 0,1M até pH 6,8

\ 4 A\ 4

Adicao de 4cido : Borbulhamento

latico 85% (1:10) Aquecirgento com CO, até pH
até pH 6,4 e 6,0 a 40°C 6,4 €60

v

[ Adicéo de cloreto de calcio

(0,3 g /L leite) e do coagulante

v

[ Agitacéo (por 2 - 3 min.) ]

v

[ Coagulacao, por 40 min. / 40 °C (em repouso) ]

v

l Corte do coagulo I

v

[ Agitacéo lenta (2 min.) seguido de 2 min. de ]

repouso - 3 vezes para dessoragem e contragéo

v

l Separacgéo parcial do soro

l Enformagem I

Estabilizagdo dos componentes (por 24 horas, sob refrigeragéo)

Desenformagem

v

Embalagem I

Armazenamento (7 °C) / 20 Dias ]

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE FABRICAGCAO DO QUEIJO MINAS
FRESCAL
FONTE: DORNELLAS, 1997
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Pasteurizacéo

A pasteurizagdo do leite foi realizada em tacho de ago inoxidavel com area
interna de 15 cm de diametro x 30 cm de altura. Os tachos foram submersos em um
recipiente maior, contendo agua em altura suficiente a cobrir o mesmo nivel do leite,
que foi colocado sob aquecimento.

De modo a assegurar maior homogeneidade térmica, o leite foi submetido a
agitacdo manual com auxilio de uma colher de aco inoxidavel. A leitura da
temperatura foi realizada mediante introducdo de um termopar digital (PT 100) no
leite. Para a termolizagdo de microrganismos, o leite foi aquecido gradualmente até
72 °C e mantido a 15 s.

O leite foi imediatamente resfriado em banho, até atingir temperatura entre 4 e
7 °C. O leite foi particionado e destinado a fabricacdo do Minas Frescal controle,
acidificado por acido lactico e acidificado por CO,.

Foram utilizados os testes indicadores da presenca de fosfatase e peroxidase
para verificar a eficiéncia da pasteurizacdo. A fosfatase é inativada quando
submetida ao bindbmio tempo/temperatura da pasteurizagcdo (61 °C / 30 min. ou
mesmo 72 °C / 15 s.). A peroxidase é inativada a temperaturas maiores que 80 °C.
Somente foi utilizado leite que atendeu resultado negativo para fosfatase e positivo

para o teste de peroxidase.

Acidificacéo
1. Minas Frescal Padrao

O leite para a produgdo do Minas Frescal controle recebeu, apdés a
pasteurizacdo, &cido latico 85 % (diluido a 1:10) ou NaOH 0,1 M em quantidade
suficiente até atingir o nivel de pH 6,8. Para o tratamento por acidificacdo direta
foram utilizadas 2 faixas de pH: 6,4 e 6,0. O pH foi medido através do método
potenciométrico com o pHmetro MetroHm 826, acoplado com um sensor de H*
proprio para meio proteicos (MetroHm 6.0235.200). A escolha da faixa de pH se deu
dentro de valores que podem ser utlizados na producdo de Minas Frescal,

obedecendo as dificuldades de baixar o pH a valores menores devido as condicdes
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da operacéo de carbonatagdo (temperatura em aproximadamente 5 °C e presséo

atmosférica).

2. Minas Frescal Carbonatado

O dioxido de carbono utilizado na acidificagéo do leite foi adquirido da White
Martins, acondicionado na sua forma liquefeita em cilindro de aco, tipo T, com
capacidade para 33 m® e pressdo de vapor de 58,3 kgf cm?. O grau analitico de
pureza deste gas foi de 99,99 % na fase liquida.

Para a producgéo de queijo carbonatado o leite foi borbulhado com CO, até pH
6,4 e 6,0. Logo apds a acidificagdo estar completa, o leite carbonatado, bem como o
leite acidificado por &cido latico, receberam os mesmos tratamentos quanto sua

transformagéo em queijo.

Coagulacédo

O leite foi aquecido a 40 °C. Foram dissolvidos 0,3 g CaCl, / L leite
(Farmanilquima, grau alimenticio) em 100 mL de &gua destilada. Nesta mesma
solugéo, foi adicionado 8 mL / L leite (coagulante Estrella & base de quimosina,
Christian-Hansen). A solucdo de CacCl;, e coalho foi despejada no leite e a mistura foi
agitada durante 2 a 3 minutos.

Apos o término da mistura o tacho foi tampado e aguardou-se 40 min. / 40 °C
para a formagédo de uma massa firme e gelatinosa. Foi feito o corte da coalhada em
cubos de 2 cm com o auxilio de uma faca. Isto possibilita que o soro seja drenado
dos pedacos individuais de coalhada.

Procedeu-se uma agitacéo lenta e cuidadosa por 2 min. intercalada por 2 min.
de repouso. Este processo foi realizado por 3 vezes, para uma boa dessoragem e

contragdo da massa.
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Enformagem

Foi retirada uma parcela de soro correspondente a 1/5 do total de leite
utilizado. Utilizando uma escumadeira os cubos de massa coalhada foram retirados
cuidadosamente e dispostos numa forma perfurada composta de 9 divisdrias de
tamanho 6 x 6 x 10 cm, formando 9 pequenos queijos. Esta forma foi armazenada
sob refrigeracdo (4 °C / 24 horas) para a dessoragem do queijo. Apdés 24 horas os

gueijos foram retirados das formas e pesados.

Salga e embalagem

Foi realizada a salga seca (salga por superficie). Cada queijo foi salgado com
o correspondente a 2 % de NaCl em massa. O sal foi esfregado cuidadosamente
pela superficie do queijo, o qual é absorvido internamente durante o
armazenamento. Foi descartada a possibilidade de salga diretamente no leite, pois
em testes preliminares verificou-se um grande desprendimento de gas, o que é
indesejavel, j& que neste trabalho pretendeu-se manter o CO, 0 maximo possivel no
queijo. Esta perda de géas resultou em aumento do pH devido ao equilibrio entre o
acido carbdnico e 0 CO2, além de resultar em uma coalhada porosa e resistente ao
corte. A salga direta ao leite gera produtos mais homogéneos, mas com grande
perda de sal no soro, que é, geralmente, utilizado pelas industrias em sua forma néo
salgada. A embalagem utilizada foi do tipo termoselével, dentro das quais o queijo
foi submetido a vacuo utilizando aparelho VC999 K3 / CH 9100 Herisau. Os queijos

foram entdo armazenados durante 20 dias a 7 °C.

3.2 CARBONATACAO

A carbonatagéo foi realizada no Laboratério de Cinética e Termodindmica
Aplicada (LACTA) da UFPR. O processo de foi realizado segundo Shirai (2010) com

pequenas modificagdes. A Figura 3 exemplifica o sistema utilizado.
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FIGURA 3 - SISTEMA DE ACIDIFICACAO DO LEITE COM DIOXIDO DE
CARBONO
FONTE: SHIRAI (2010)

Neste sistema, o gés fluiu através de um canal metélico proprio para este fim.
Na saida do cilindro (A) existia uma valvula reguladora de vazdo (B), dotada de
medidor de presséo do cilindro e da saida (B). Em linha existia uma valvula esfera
que permitiu a passagem ou bloqueio do CO, (C) e uma valvula agulha (D) que
permitiu maior precisao na regulagem da vazao.

Ao final da linha, foi acoplado com o auxilio de uma rolha perfurada, um
dispersor de gas em liquido do tipo L (F), contendo uma placa de vidro sinterizado
com porosidade média de 35 pum. O vidro poroso permite que 0 gas seja
disseminado como pequenas bolhas, de forma mais homogénea pelo leite. Este
procedimento faz com que haja um aumento da superficie de contato e maior
interacdo gas-liquido, permitindo uma maior absor¢cdo e taxa reativa, utiliza-se
menos géas e o decréscimo de pH acontece hum tempo mais curto.

O recipiente contendo leite (H) foi imerso em banho ultra-termostatico
(SOLAB SL-152/6) controlado a 5 °C. A baixa temperatura do leite foi adotada tanto
para manutencdo da baixa contagem microbioldgica, quanto por permitir maior
solubilidade do gas no meio liquido. Durante este processo, o pH foi monitorado
através da introducdo de um eletrodo de vidro (G) especifico para amostras
contendo proteina (Metrohm 6.0235.200) conectado ao pHmetro portétil digital

(MetroHm 826). O borbulhamento com CO, foi realizado a pressdo ambiente e em
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sistema aberto até o momento em que o leite atingiu o pH desejado para o processo.
Apos a carbonatacdo o leite foi processado imediatamente para a producdo dos
queijos.

De modo a proporcionar maior permanéncia possivel do CO, disperso no

queijo, ndo foi realizada a degaseificagéo do leite e nem do queijo.

3.2.3 Andlises fisico-quimicas

3.2.3.1 Leite cru

2

O pH do leite foi determinado pelo método potenciométrico conforme Brasil
(2003). O pHmetro utilizado foi um modelo portatil marca Metrohm, modelo 826 com
eletrodo MetroHm 6.0235.200.

Composicdo e Contagem de Células Somaticas

Teores de gordura, sélidos totais, proteina e lactose do leite cru, foram
determinados usando a técnica de absor¢cdo em infravermelho por meio de um
analisador de leite Bentley 2000 (Bentley Instruments Inc., Chaska, MN, EUA). A
contagem de células somaticas (CCS) foi determinada pelo equipamento de
citometria de fluxo Somacount 500 (Bentley Instruments Inc., Chaska, MN, EUA).
Todas as amostras para composicdo do leite e contagem de células somaticas
foram determinadas em triplicata. As amostras do leite cru coletado foram
preservadas com o uso de Bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol) até o

momento da analise, utilizando método de Horst (2001).
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Testes Enziméticos

Foram realizados, para as amostras de leite pasteurizado, os testes de
fosfatase alcalina e peroxidase a fim de assegurar a eficiéncia da pasteurizagao.
Para estes testes, foram utilizados os kits de fosfatase alcalina e peroxidase em tiras

(especifico para leite) da marca Laborclin.

3.2.3.2 Queijo Minas Frescal

Umidade

A umidade foi determinada por gravimetria, através da secagem de
aproximadamente 10 g de amostra em estufa a 105 °C por 24h ou até peso

constante, segundo as Normas do Instituo Adolfo Lutz (IAL, 2008).

Acidez Titulavel

A acidez titulavel do queijo foi determinado através de metodologia padrdo da
AOAC (CUNNIFF, 1995), na qual o queijo foi ralado e misturado com agua (40 °C),
a solucéo foi filtrada e entéo titulada com NaOH 0,1 M. O resultado foi expresso em
% de &cido lactico (%AL) segundo a Equacgéo 1.

VXFxMxMM g,

WAL (9/9) =~ (1)

Sendo:

V = volume de NaOH gasto na titulagéo (mL)
M = molaridade da solu¢do de NaOH

W = massa da amostra (g)

MMa. = Massa Molar de &cido lactico (g mol ™)
n = numero de hidrogénios ionizaveis

F = fator de correcao para a solugdo de NaOH.
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Como os resultados s@o expressos em porcentagem de &cido latico, a acidez
dos queijos carbonatados foi encontrada subtraindo o valor da acidez do queijo
Controle e corrigindo o restante em porcentagem de acido carbénico. Isto foi feito

usando a Equacéo 2, que exprime a acidez em % de &cido organico:

%Acido Carbonico = (%ALco; — YALcontrote) % mjf:xz 2)

Sendo:
%ALco2 = amostra carbonatada titulada como % de acido lactico
%ALcontrole = @amostra Controle titulada como acido lactico (%)
na. = numero de hidrogénios ionizaveis do acido latico =1

NnaL = numero de hidrogénios ionizaveis do acido carbbnico = 2

Desta forma, presume-se que o0s acidos em menor quantidade séo
quantificados como &cido latico, sendo que o acido carbbnico é quantificado como
puro. Estes valores sdo somados e tratados como % de 4cidos organicos. Todas as

andlises foram realizadas em duplicata.

pH

O pH dos queijos foi determinado por método potenciométrico (Metrohm 826
com eletrodo MetroHm 6.0235.200), com a inser¢do do eletrodo diretamente na

amostra a ser analisada.

Andlise de Perfil de Textura

O comportamento reolégico dos queijos foi avaliado ap6s 5 dias de
armazenamento refrigerado, através de Andlise de Perfil de Textura (TPA). As
analises foram realizadas em um texturémetro Brookfield CT3, ajustado com uma

célula de carga de 25 kg.
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O preparo das amostras foi realizados segundo Cunha (2002) com
modificacdes. Para a analise dos queijos foram retirados cilindros de 15 mm
diametro x 25 mm altura, ndo sendo utilizados o centro e as bordas. Estas amostras
foram entdo acondicionadas em recipiente plastico tampado e com gelo, de modo
que a temperatura interna ficou em 10 °C e o gelo n&o entrou em contato com 0s
gueijos. As amostras permaneceram por 30 minutos neste recipiente antes do inicio
dos testes. Os cilindros foram comprimidos por um cilindro de acrilico (sonda TA
11/1000 padréo AOAC) de 25,4 mm de didmetro por 35 mm de comprimento, com
massa de 21 g. O instrumento foi operado por meio do software TexturePro CT V1.1
Build 7 (Brookfield Eng. Labs, Inc.), a uma velocidade de sonda de 0,5 mm.s™? até

uma deformagcao final de 35 %.

3.2.4 Analises Microbiolégicas

A efetividade do controle microbioldgico foi verificada pela diferenga entre a
contagem microbiana da amostra controle (Minas Frescal pH 6,8) e a contagem
microbiolégica das variacdes (acidificagdo direta e carbonatagédo) em intervalos de 4
dias, até completar 20 dias de estocagem. Os resultados de todas as andlises foram

expressos em log UFC.g™" (Unidades Formadoras de Coldnia por grama de queijo).

3.2.4.1 Contagem total de psicrotréficos

O método utilizado foi o de plagueamento em superficie de Agar Padréo para
Contagem — PCA (marca HIMEDIA) (SILVA et al., 1997). Neste, aliquotas de
diluicbes seriadas da amostra sdo espalhadas sobre o meio de cultura, sendo

incubadas a 7 °C por 10 dias.
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3.2.4.2 Contagem de psicrotroficos proteoliticos

Foi determinado em Agar para contagem padrdo — PCA (marca HIMEDIA)
suplementado com 10% de leite em pd desnatado, por meio do meétodo de
plaqueamento em superficie. As placas foram incubadas a 7 °C por 10 dias (FRANK
et al., 1992). As colbnias caracteristicas de bactérias proteoliticas apresentam halos

translucidos, que resultam da hidrdlise da caseina.

3.2.4.3 Contagem de psicrotroficos lipoliticos

Para o crescimento de micro-organismos lipoliticos, foi realizado um
plaqueamento em superficie de &gar base tributirina (marca HIMEDIA) adicionado
da gordura tributirina (Sigma) com incubacdo a 7 °C por 10 dias (FRANK et al.,
1992). O meio de cultura foi elaborado da seguinte forma: ap6s a fusdo do agar, foi
adicionado 1% de tributirina e a mistura foi submetida a agitagdo mecéanica por meio
de liquidificador por 3 minutos (DAGOSTIN et al., 2007). Desta forma conseguiu-se
uma melhor homogeneizacdo do meio com a tributirina. Realizou-se entéo
autoclavagem a 121 °C por 15 min. As colbnias caracteristicas de bactérias

lipoliticas apresentam halos transltcidos em virtude da hidrdlise da tributirina.

3.2.4.4 Contagem de bactérias laticas

Para a enumeracao de bactérias laticas das amostras, foi utilizado o meio de
enriquecimento Agar de Man, Rogosa & Sharpe - Agar MRS (marca HIMEDIA). A
amostra foi plaqueada em profundidade, sendo realizado um recobrimento da
superficie do meio, como alternativa de criar uma atmosfera microaerofila (SILVA et
al., 1997).

46



MATERIAL E METODOS

3.3 Delineamento Experimental

O delineamento experimental para as amostras foi inteiramente casualizado em
blocos, sendo que os dados foram submetidos a analise de variancia do programa
Statistica versdo 8.0 (Statsoft, Tulsa, OK), e as diferencas entre as médias foram
avaliadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. O fator estudado foi o
pH do leite para fabricacdo do queijo, utilizando dois tratamentos: acido lactico e

carbonatagéo, com trés niveis de variacéo (6,8, 6,4 e 6,0).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO LEITE CRU

A caracterizagdo fisico-quimica do leite cru foi realizada com o intuito de
verificar se o leite utilizado estava dentro dos padrdes aceitaveis para a producéo do
queijo Minas Frescal. Foi necessario realizar trés coletas de leite para a fabricacdo
dos queijos, respeitando o tempo necessario para realizagdo de cada andlise. Os
queijos produzidos por leite da Coleta 1 foi utilizado nas analises de psicrotréficos
totais e bactérias lacticas; os queijos da Coleta 2 foram destinados as andlises de
psicrotroficos proteoliticos e lipoliticos; e para a Coleta 3 foram realizadas anélises
de pH, umidade, acidez e perfil de textura. As analises foram realizadas em
triplicata, sendo que os resultados (expressos em % massica) desta caracterizagédo
encontram-se na Tabela 1. Nesta mesma tabela encontram-se os requisitos fisico-
quimicos estabelecidos pela Instrucdo Normativa n°51 de 2002 do MAPA (BRASIL,
2002). Também nesta legislagdo encontra-se a quantidade méxima (75 x 10*
células.mL™ leite) de células somaticas permitidas no leite cru. Na anélise de células
somaticas as Coletas 1, 2 e 3 obteve-se valores dentro da faixa permitida,
correspondendo a 1,2 x 10% 54,3 x 10* e 39,9 x 10* células.mL™ leite,

respectivamente.

TABELA 1 - COMPOSICAO CENTESIMAL DO LEITE CRU

Anélise Coleta 1 (%) Coleta 2 (%) Coleta 3 (%) Iegii(lja:ggg ?02)*
Proteina 3,56 £ 0,01 3,57 £0,01 3,37 £ 0,04 Min. 2,9
Gordura 1,27 £0,01 4,55 + 0,02 3,90 £ 0,01 Min. 3,0
Lactose 4,42 +0,01 4,32 +£0,01 4,03+0,01 -

Sélidos Totais 10,23 + 0,02 13,29 +£ 0,02 11,98 + 0,02 -

* BRASIL (2002)
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Todos os parametros fisico-quimicos analisados encontraram-se de acordo
com o estabelecido pela IN n® 51/2002 do MAPA, exceto o teor de gordura da Coleta
1. Neste caso a coleta da amostra foi realizada ap6s o transporte, onde ndo houve
correta homogeneizagéo do leite. Isto provavelmente influenciou negativamente na
resposta obtida (1,27 % de gordura), j& que grande parte da gordura permaneceu
como uma camada sobrenadante nas bombonas de transporte. De qualquer forma,
este leite pode ser aproveitado para a fabricagdo de queijo minas pois 0s requisitos

para o crescimento dos micro-organismos em analise ndo foi afetado.

4.2 pH, UMIDADE E ACIDEZ TITULAVEL DOS QUEIJOS

A Tabela 2 mostra o pH e acidez titulavel dos queijos Controle, tratados com
acido Lactico e CO, em diferentes tempos de armazenamento. O pH dos queijos
carbonatados mostrou uma ténue diferenca (diferenga maxima de 0,04) no prazo de
14 dias, enquanto para os demais tratamentos houve uma diferenga maior (minima
de 0,09 para o queijo acido lactico pH 6,0, e maxima de 0,14 para o queijo controle).
Este comportamento dos queijos carbonatados pode ter ocorrido devido & perda de
CO,, - 0 que afetaria o equilibrio da solubilizacdo do &cido carbbnico e 0 gas - e a
producdo simultdnea de &cido latico por bactérias do acido lactico, o que manteve a
estabilidade do pH.

Foram realizadas somente andlises de acidez titulavel no tempo 0. N&o foram
feitas mais analises ao longo do armazenamento, pois 0S erros experimentais
obtidos foram maiores que os erros provenientes da leitura de pH. Estes erros (no
segundo numero significativo) resultaram na igualdade entre as médias obtidas pelo
teste de Tukey (95 % de confianga) para a acidez titulavel. Enquanto isso, os valores
da leitura de pH resultaram numa varidncia que influenciou apenas na terceiro
namero significativo, aproximando melhor a média de um valor exato. Os dados da
acidez titulavel foram, entéo, utilizados para comparacdo com demais autores.

Buriti et al., (2005b) relataram um comportamento de pH em Minas Frescal

produzido por acidificacdo direta que é semelhante ao dos queijos carbonatados
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deste trabalho. No mesmo estudo, eles encontraram uma acidez titulavel de 0,096
(% miv) no dia 0 de armazenamento. Ruas-Madiedo et al. (1998) encontraram
valores de 0,16 e 0,19 (% m/v) na andlise de acidez titulavel em leite comum e

tratados com CO, (pH 6,2) no dia 0 dia, logo apds a pasteurizacao.

TABELA 2 — PH DOS QUEIJOS DURANTE ARMAZENAMENTO

Acidez Titulavel H
(% m/m) P
Tempo (dias)

Tratamentos 0 0 7 14 20

Controle 0,097 +0,017° 6,68+0,02° 6,62+0,01* 6,54+0,02° 6,25+0,03
AC";?{L(S""Z“W 0,114 +0,028% 6,51+0,02° 6,48+0,02° 6,40 £0,03° 6,18 + 0,05%
AC";&%’"S“” 0,142 £0,0222 6,26 +0,04° 6,23+0,03° 6,17 +0,03" 5,91 +0,01°
CO,pH 6,4 0,106 +0,0172 6,53+0,03" 6,55+0,02* 6,51+0,03* 6,20 +0,02%
CO,pH 6,0 0,127 +0,020° 6,32+0,03° 632+0,03° 6,30+0,01° 6,08+0,03"

Notou-se que a umidade e o nivel de pH dos queijos diminuiu com o tempo de
armazenamento. Os teores de umidade variaram entre os tratemento de 64,4 a 72,3
no dia 0 e de 59,9 a 67,1 no dia 20, conforme a Tabela 3. Segundo Walstra et al.
(2006), maior acidez e, consequentemente, menores niveis de pH, podem levar a
um aumento na sinérese e, assim, diminuir o teor de 4gua do queijo. Se a taxa de
acidez € mantida constante por meio de medidas adicionais, um pequeno efeito
sobre a umidade persiste, como por exemplo, menos de 0,1 unidade de pH.

(2008)

coadjuvantes em Minas Frescal e ndo perceberam mudancgas significativas no teor

Nascimento et al., usaram culturas bacteriocinogénicas como
de umidade, que variaram de 65,10 a 66,15 %. Naldini et al., (2009) observaram que
o teor de umidade dos queijos produzidos por acidificacdo direta e através de cultura
latica foram 64,1 e 65,8 %, respectivamente. Buriti et al. (2005b) encontraram
valores de umidade de 67,2 - 68,8 % no queijo Minas Frescal produzido com

diferentes tipos de processos e culturas iniciadoras.
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TABELA 3 — UMIDADE DOS QUEIJOS DURANTE ARMAZENAMENTO

Umidade em base Umida (%)

Tempo (dias)

Tratamentos 0 7 14 20
Controle 723+0,3* 69,7+0,1* 66,5+0,3% 67,1+0,0°
Acido Léctico pH 6,4 66,4+0,1" 635+04™ 61,8+0,1° 61,2+0,1°
Acido Léctico pH 6,0 64,4+02° 61,7+01° 603+0,1° 599+0,1°
CO, pH 6,4 65,8 +0,2°° 63,0+0,6 61,8+0,2° 61,0+04"
CO, pH 6,0 66,6 +0,5° 64,0+0,1° 61,1+06" 60,4+0,4°

4.3 MICROBIOLOGIA DOS QUEIJOS

4.3.1 Contagem de Psicrotroficos Aerdbios Totais

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos nas contagens de micro-organismos
psicrotroficos aerdbios totais em queijos Minas Frescal em seus diferentes
tratamentos (Controle, Acido Léactico e Carbonatado) e niveis de pH (6,8, 6,4 e 6,0),
sua variancia e diferenca pelo teste de Tukey a 95 % de confianga durante o periodo
de armazenamento. As contagens iniciais (0O dias) dos queijos envolvendo todos os
tratamentos foram em média 2,09 + 0,10 log UFC.g‘l. Através da ANOVA a 95 % de
confianca foi possivel verificar que as populagdes iniciais de psicrotréficos aerdbios
ndo diferiram estatisticamente entre si. Desta forma foi possivel concluir que néo
houve efeito inibitério imediato nos queijos por nenhum dos tratamentos utilizados.
Este efeito ocorre quando o processo de carbonatacdo € realizado pelo emprego de
CO, sob altas pressdes (HONG e PYUN 2001; HUTKINS e NANNEN 1993;
ISENSCHMID et al., 1995). Ruas-Madiedo et al., (1998) encontraram resultados

similares para leite pasteurizado carbonatado, no qual a média do leite controle e do
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leite carbonatado diferiram em 0,1 log, sendo o desvio padrdo das médias maior que
esta diferenca. Shirai (2010) estudou diferentes niveis de carbonatagdo a pressao
atmosférica sobre os psicrotroficos de leite cru utilizando e ndo encontrou diferengas
significativas entre os niveis mais alto e mais baixo de carbonatacéo (pH 5,8 e pH
6,4) no dia 0 de armazenamento.

A manutengdo dos queijos durante 20 dias a 7 °C possibilitou um aumento
final na populacéo de psicrotréficos na ordem de 8,08 + 0,07 log UFC.g™" em média
entre os tratamentos. Como esta carga microbiana é de carater deteriorante, esta
quantidade é considerada elevada para o consumo (CARVALHO, 1999)

N&o existe nenhuma lei no Brasil hoje que delimite a quantidade de micro-
organismos psicrotroficos presente em leite e derivados. Isso provavelmente se deve
a dificuldade na separacdo e quantificacdo dos micro-organismos “benéficos” dos
deteriorantes no produto final. O que se preconiza por lei € um limite para Coliformes
(30 e 40 °C) e Staphylococcus coagulase positiva, ou auséncia de Salmonella sp e
Listeria monocytogenes em 25 g de queijo Minas Frescal (BRASIL, 1996b).

A partir de 4 dias ap6s a fabricagcdo dos queijos, as respostas para 0s
tratamentos utilizados diferiram estatisticamente a 95 % de confianga pela ANOVA.
Cada analise foi realizada comparando-se os dados relativos ao mesmo periodo de
armazenamento, como mostra a Tabela 4.

Observando as colunas referentes ao tempo de armazenamento, existe uma
heterogeneidade demonstrada pelas letras seguidas das médias pelo teste de Tukey
a 95 % de confianga. Esta heterogeneidade € maior nos primeiros dias de

estocagem e vai se perdendo conforme chega ao dia 20.
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TABELA 4 — EVOLUCAO DOS PSICROTROFICOS AEROBIOS TOTAIS NO
PERIODO DE ESTOCAGEM

Contagem de psicrotréficos aerébios totais (log UFC.g™)

Tempo (dias)

Tratamento 0 4 8 12 16 20

Controle
pH 6,8
Acido
Lactico 1,80+0,11° 4,28+0,03" 6,23+0,05° 7,10 £0,02° 7,89 £+ 0,05 8,08 + 0,00
pH 6,4
Acido
Lactico 2,41+0,05% 3,29+0,05° 576+0,06 6,94 +0,02° 7,43 £0,03° 7,94 +0,04°
pH 6,0

2,09+0,09° 5,15+0,05° 6,93+0,02% 7,86 +0,01% 7,94 +0,03% 8,30 + 0,02°

pﬁ%a 2,33+0,19° 450+0,04° 6,66+0,08° 7,46 +0,04° 7,99+0,06%  823+0,02®
COZ a d C c bc bc
bH 6.0 1,98+0,13° 2,30+£0,00° 5,60+ 0,00 7,23 +0,02 7,66 + 0,04 8,00 + 0,07

NOTA: Médias seguidas de letras diferentes para cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 95 %
de significancia; letras iguais representam igualdade.

Ma et al., (2003) avaliaram a carbonatacéo de leite cru em diferentes niveis,
comparada a acidificacdo por HCI e uma amostra controle. Os autores registraram
uma populagéo inicial muito similar entre os tratamentos, sendo que em 21 dias de
armazenamento o leite tratado com CO, apresentou uma contagem de 1 a 2 log
menor que os tratamentos &cido e controle.

No estudo de Dias (2009), foram produzidos queijos Minas Frescal por
acidificagcdo direta e carbonatagédo, dos quais as contagens de micro-organismos
psicrotroficos ndo diferiram entre si durante o periodo analisado (25 dias). Neste
mesmo trabalho, foi constatado que os queijos destes diferentes tratamentos
apresentaram contagens crescentes, até atingirem valores de 7,00 a 8,00 log UFC.g’
! no 25° dia, sendo que, quanto maior o periodo de armazenamento, mais proximas
tornaram-se as contagens populacionais. A diminuigdo na contagem dos
psicrotroficos foi atribuida & diminuigdo do pH e ndo ao tratamento utilizado.

Para uma melhor andlise, foi criado um grafico que representa a contagem
dos psicrotroficos em seus diferentes tratamentos, variando com o tempo de

armazenamento (Figura 4).
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FIGURA 4 - CONTAGEM DE PSICROTROFICOS VERSUS TEMPO DE
ARMAZENAMENTO.

Uma curva tipica de crescimento microbiano apresenta 4 fases principais:

e Fase Lag - periodo de adaptagdo dos micro-organismos as condicdes
proprias e adversas do meio;

e Fase Logaritmica (Log) - periodo em que 0S micro-organismos aumentam
exponencialmente. A velocidade de crescimento depende do tipo de
microrganismo e condigcbes de crescimento, como temperatura, pH e
composic¢ao do meio;

e Fase Estacionaria — periodo em que a taxa de crescimento € igual a taxa de
morte dos micro-organismos;

e Fase de Declinio — periodo em que a multiplicacdo é menor que a taxa de
morte de micro-organismos. Ocorre devido a presenca de subprodutos

inibidores, falta de nutrientes, competicdo ou demais efeitos adversos.
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A Figura 5 ilustra um exemplo de curva tipica de crescimento microbiano
indicada com as fases do desenvolvimento de um micro-organismo qualquer. Ao
observar esta figura é possivel verificar, através de uma comparacdo, as fases
obtidas na Figura 4. Houve um prolongamento da Fase Lag pronunciado para

ambos os tratamentos acido lactico e carbonatado de pH 6,0.

Fase Estacionaria

Logaritmo do ndmero de células

Fase Lag

Tempo —

FIGURA 5 — CURVA TiPICA DE CRESCIMENTO MICROBIANO.
FONTE: ULHAS et al., (2008)

Do dia 0 ao dia 12 nenhuma das médias dos tratamentos a pH 6,0 mostrou
ser estatisticamente igual aos demais tratamentos de pHs 6,4 e 6,8. Portanto, o fator
pH reduziu o crescimento microbiano principalmente nos primeiros dias de
armazenamento a pH 6,0 independente do tratamento utilizado. A concentragéo
hidrogenibnica, que determina o pH dos alimentos, € um dos principais fatores que
exercem influéncia sobre o crescimento, a sobrevivéncia ou a destruicdo dos

microrganismos, que nele se encontram presente (SILVA, 2000).
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4.3.2 Contagem de psicrotréficos proteoliticos

As contagens de micro-organismos psicrotréficos proteoliticos obtidos no dia
0 para os diferentes tratamentos dos queijos foi em média 2,17 + 0,08 log UFC.g™. A
Tabela 5 apresenta os dados com as médias de populagéo e o resultado do teste de
Tukey a 95 % de confianca. Os dados obtidos permitiram verificar que néo existiu
diferenca significativa entre os grupos em estudo no primeiro dia de analise.

Da mesma forma que na analise de psicrotréficos aerébios totais, foi possivel
constatar que n&o houve efeito adicional do CO, no queijo no dia 0. Ao final de 20
dias de armazenamento a 7 °C houve um aumento na contagem para 7,27 + 0,08
log UFC.g™t em média. As médias das contagens de micro-organismos psicrotréficos
proteoliticos em apresentaram diferenca estatistica a 95 % de confianca pela
ANOVA do dia 4 a 16 apos a fabricacdo dos queijos. No dia 20 (ultimo dia) todos os

tratamentos mostraram ser iguais estatisticamente.

TABELA 5 - EVOLUCAO DOS PSICROTROFICOS PROTEOLITICOS NO
PERIODO DE ESTOCAGEM

Contagem de Psicrotréficos proteoliticos (log UFC.g™)

Tempo (dias)

Tratamento 0 4 8 12 16 20
((;Ol_?té‘,’g 212+0,12* 465+0,02% 645+0,03° 7,02+0,06°  7,12+007*  7,28+0,07°
ACi‘;‘l’_i ngtico 1,97 £0,07* 3,74+0,05° 6,29+0,08 6,77+0,05° 7,06+002" 7,33%0,06
ACi‘;‘; ngtico 2,02£0,06° 3,63:+003" 6,12+001* 606+010°  7,00+006°  7,23%0,05°
pﬁ%ﬁf 2,33+0,10° 375+005° 580+0,10° 644+019° 7,08+004” 738%0,05
pﬁ%zlo 2,39+0,19° 334:0,06° 6,29+006" 631+0,01° 681003 7,14+0,06°

NOTA: Médias seguidas de letras diferentes para cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 95 %
de significancia; letras iguais representam igualdade.
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Os tratamentos mostraram ter comportamento similar no controle de
psicrotroficos proteoliticos quando comparado aos psicrotroficos aerdbios totais. Em
ambas as analises as populacdes dos tratamentos a pH 6,4 e 6,0 foram menores a
partir de 4 dias em relacdo ao Controle, sendo que esta diferenga diminuiu

gradativamente até o Ultimo dia de estocagem.

A deterioracdo de alimentos pode ser causada pelo crescimento de micro-
organismos deteriorantes, que leva as alteracdes sensoriais. Neste caso, numeros
elevados sdo esperados e variam com o tipo de alimento e microrganismo presente.
A maioria dos alimentos apresenta, quando essas alteragBes sdo detectaveis,
populacdes superiores a 6 log UFC.g™" de alimento. Entretanto, ha aqueles em que
s&0 necessarios 7 log ou até mesmo 8 log UFC.g™ (CARVALHO, 1999). Santos e da
Fonseca (2002) relatam que a quantidade de bactérias psicrotréficas necessérias
para que hajam alteragBes sensoriais perceptiveis, de natureza proteolitica ou
lipolitica, seria quando esta atingisse a contagem de 7 log UFC.g™" alimento. Cousin
(1982) evidencia que ndo existe atividade proteolitica ou lipolitica significante
quando a populagdo de micro-organismos psicrotroficos € menor do que 6 log
UFC.mL™ ou g* de alimento. Pinto et al. (2004) estudou o desenvolvimento de
bactérias psicrotréficas em leite cru. Neste trabalho o autor encontrou dados que
indicam uma alta producdo de proteases em leite cru por psicrotroficos
principalmente no final da fase logaritmica e inicio da fase estacionaria de
crescimento. Comparando este dado com as Figuras 5 e 6 é possivel verificar que o
final da fase log e inicio da fase estacionaria das curvas obtidas esta por volta do dia
12. Neste periodo foram obtidas contagens dentro dos 7 e 6 log UFC.g™ estipulados
por Santos e da Fonseca (2002) e Cousin (1982), respectivamente.

Sangaletti (2007) estudou a vida de prateleira do queijo Minas Frescal
comercial, através de andlises microbiolégicas, fisico-quimicas e sensoriais e
concluiu que as bactérias mesofilicas, psicrotroficas totais, psicrotréficas
proteoliticas, psicrotroficas lipoliticas e bactérias laticas tiveram crescimento
constante no queijo durante o armazenamento. Foi constatado que mesmo sob
refrigeragdo, a acidez aumentou durante o armazenamento. No entanto, o queijo

ndo apresentou mudangas sensoriais perceptiveis.
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A Figura 6 mostra as contagens de psicrotréficos proteoliticos dos queijos
Minas Frescal em relagdo ao tempo. E possivel observar um comportamento
semelhante ao da contagem de psicrotréficos totais. Isto ajuda a deduzir que néo

houve inibicdo pelo CO, no metabolismo de proteases das bactérias presentes nas

amostras.
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FIGURA 6 - CONTAGEM DE PSICROTROFICOS PROTEOLITICOS VERSUS
TEMPO DE ARMAZENAMENTO

No dia 8 de armazenamento os tratamentos a pH 6,0 exibiram uma contagem
muito grande e acima da contagem a 12 dias. Este resultado n&o condiz com o
esperado e provavelmente ocorreu devido a um erro experimental. Em condigbes

controladas o comportamento ideal seria de uma curva semelhante a dos demais

tratamentos.
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4.3.3 Contagem de psicrotrdficos lipoliticos

A populacdo de psicrotroficos lipoliticos foi estatisticamente igual a 95 % de
confianca pela ANOVA no dia da fabricagdo dos queijos (dia 0), com uma média de
2,75 + 0,05 log UFC.g*" entre os tratamentos. A Tabela 6 apresenta os dados
obtidos, dos quais pdde-se constatar que ndo houve efeito inibitorio adicional pelo
emprego de CO; no metabolismo de micro-organismos lipoliticos no dia 0 de
armazenamento.

Do dia 4 até o dia 16 os queijos diferiram entre si pela ANOVA a 95 % de
confianca, sendo que no Ultimo dia de andlise eles tornaram-se iguais
estatisticamente. Ao final de 20 dias de armazenamento houve um crescimento

expressivo na populacdo, com 7,78 + 0,05 log UFC.g™* em média.

TABELA 6 - EVOLUCAO DOS PSICROTROFICOS LIPOLITICOS NO PERIODO DE
ESTOCAGEM

Contagem de psicrotréficos lipoliticos (log UFC.g™)

Tempo (dias)

Tratamento 0 4 8 12 16 20
((zpog'tg,’g 2,80£0,00° 4,10£0,03* 6,33+0,03° 7,28+0,03" 7,64£006°  7,93+0,03
ACi‘;‘;"?f“ 2,87+0,07° 3,80+0,08° 568+0,10° 6,87+0,07° 7,46+0,10°  7,81+0,04°
ACi?)i"%égtico 2,64+0,10° 3,60+0,07° 512+0,12° 6,73+0,04° 6,99+0,07°  7,63+0,06°
pﬁ%ﬁf 2,63+0,06° 3,96+0,07® 5,85+0,08® 7,08+0,02*  7,38+0,05" 7,85 +0,07%
pﬁ%zlo 2,83+0,09° 355+0,06° 4,99+0,09° 675+003°  7,16+0,03°  7,70+0,06°

NOTA: Médias seguidas de letras diferentes para cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 95 %
de significancia; letras iguais representam igualdade.

Os queijos tratados a pH inferior mostraram ser mais eficientes no controle de

psicrotroficos lipoliticos a partir do 4° dia de armazenamento. Verifica-se que apesar
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dos queijos de pH 6,0 mostrarem maior populagéo no tempo 0 de armazenamento,
menores contagens foram detectadas nos dias subsequentes. Os tratamentos a pH
6,4 também resultaram em diferencas na contagem dos micro-organismos, mas
estas sS40 menos expressivas.

Na Figura 7 é possivel observar a evolugéo dos psicrotréficos lipoliticos, que
foi também semelhante ao obtido na contagem de psicrotréficos aerdbios totais e
proteoliticos. Mais uma vez, podemos observar o pH ser o fator de maior influéncia
sobre o crescimento dos psicrotroficos. O efeito resultante de menores pHs foi o
mesmo observado nas demais andlises de psicrotroficos: uma extensédo da fase lag,
que exibiu maior diferenga na contagem em relagéo ao tratamento Controle nos dias
4e8.
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FIGURA 7 - CONTAGEM DE PSICROTROFICOS LIPOLITICOS VERSUS TEMPO
DE ARMAZENAMENTO

A producéo de enzimas extracelulares ocorre em determinados psicrotroficos,
podendo estas ser lipases que contribuem para o desenvolvimento de sabor ranco,

e as proteinases que degradam a caseina liberando compostos de sabor amargo
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(CHAMBERS, 2002). Ma et al., (2003) avaliaram a adigédo de CO ao leite cru sobre
a lipdlise, comparada a acidificacdo por HCI, ambos a pH 6,2. Os autores
detectaram que houve uma reducéo na lipélise, mas esta foi devida a uma reducéo

do crescimento microbiano.

4.3.4 Contagem de bactérias lacticas

Houve diferenca significativa entre as contagens de bactérias lacticas desde o
dia em que os queijos foram fabricados (dia 0) até o ultimo dia de andlise (dia 20). A
média da populacéo inicial foi de 2,49 + 0,12 log UFC.g™". As médias das contagens
populacionais estdo na Tabela 7, juntamente com os niveis das diferencas obtidas
pelo teste de TUKEY a 95 % de confianga. Dias (2009) estudou o comportamento de
bactérias lacticas em queijo Minas Frescal carbonatado e acidificado por acido latico
(pH 6,2) e encontrou populacdes similares (3,90 e 4,00 log UFC.g™) ap6s um dia de
fabricagéo.

Apos 20 dias, as contagens de bactérias lacticas alcancaram, em média, uma
populacdo de 7,22 + 0,08 log UFC.g™. Os dados referentes ao crescimento destes
micro-organismos estéo na Tabela 13. Sangaletti (2007) analisou o comportamento
de bactérias lacticas em 3 lotes de queijos Minas Frescal comerciais e encontrou
uma média de 7,31 + 0,80 log UFC.g™ queijo ap6s 20 dias de armazenamento.

Comparando-se os psicrotroficos em geral analisados, as bactérias lacticas
exibiram comportamento diferente durante o periodo de armazenamento do queijo.
A contagem de psicrotréficos (totais, proteoliticos e lipoliticos) exibiram uma reducgéo
consideravel na populagdo entre 0 mesmo periodo observado. Ja no caso das
bactérias lacticas, os tratamentos acido e com CO; resultaram em maiores
contagens em relacdo ao tratamento Controle até o oitavo dia de andlise. Até o final
das andlises (dia 20) ndo houve grande diferenca entre os tratamentos utilizados. No
entanto, a populacdo de bactérias lacticas foi estatisticamente diferente (P < 0,05)
para ambos os tratamentos com CO,. A Figura 8 mostra a evolugcido destes micro-

organismos em relagdo ao tempo de armazenamento.
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TABELA 7 - EVOLUCAO DE BACTERIAS LACTICAS NO PERIODO DE
ESTOCAGEM

Contagem de bactérias lacticas (log UFC.g™)

Tempo (dias)

Tratamento 0 4 8 12 16 20
((:poﬁtg,)zla(; 2,27+£0,03° 292+0,08" 504:004° 642+0,06" 7,03+003"  7,40+0,10°
AC“:)‘;"—;Z“CO 2,36+0,06° 326+0,08® 540%0,02® 6,06+002" 6,97+001°  7,27+0,06%
AC“:)‘;"—;S“CO 2,30+0,03° 338+004% 544%001® 603+008  7,00£001°  7,35%0,01°
pﬁcézA 2,78+0,07° 3,25+£0,05° 549£0,06° 662003  6,78£0,01°  6,95%0,05
pﬁcézlo 2,75+0,03 3,32+£0,04° 545+0,08" 655+0,06"° 6,89+0,03°  7,13+0,05%

NOTA: Médias seguidas de letras diferentes para cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 95 %
de significancia; letras iguais representam igualdade.

Ruas-Madiedo et al. (1998) ja haviam descrito para queijos de coalho
espanhdis, resultados que ndo mostram efeitos da combinac&o de refrigeragéo e
tratamento com CO, em leite, nem do CO, residual ainda presente no leite
pasteurizado ap0s degaseificacdo e pasteurizacdo na multiplicacdo de bactérias
acido lacticas durante a coagulagdo do leite. Dada a natureza microaerofilica dessas
bactérias (Lioliou et al., 2001), as condi¢cdes do ambiente gerado por um ambiente
contendo CO; poderiam influenciar o crescimento bactérias lacticas apenas se o gas
provocasse um efeito adicional sobre os microrganismos ou sobre o leite e n&o, por
uma inibicdo anaerobia.

Buriti et al., (2005b) avaliaram o desenvolvimento das bactérias lacticas em
queijo Minas frescal de sete diferentes marcas por 21 dias, sendo que seis delas
apresentaram uma populagdo média de 8,0 log UFC.g™ nos Ultimos dias de analise.

O crescimento de bactérias lacticas traz um aumento da acidez devido a
fermentacdo de lactose, que gera acido lactico como subproduto. Quanto a
acidificacdo do queijo Minas frescal, ela & considerada benéfica por inibir o

crescimento de microrganismos patogénicos. Mas o crescimento destes organismos
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€ considerado benéfico somente quando sdo adicionadas culturas iniciadoras
durante o processamento do queijo. O crescimento de bactérias lacticas
desconhecidas pode gerar, além do acido latico, outras substancias que podem ser
de interesse ou ndo, como o CO,, etanol e acetato (produzido por bactérias
heterolaticas) (HOFVENDAHL e HAHN-HAGERDAL, 2000).
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FIGURA 8 - CONTAGEM DE BACTERIAS LACTICAS VERSUS TEMPO DE
ARMAZENAMENTO

A resisténcia microbiana ao CO; depende do tipo de micro-organismo, da fase
de crescimento, e do meio em que estdo suspensdo. Alteragcdes nestes fatores
podem inibir o efeito bactericida do CO,, especialmente em sistemas ricos em
proteinas (WEI, 1991).

Lin et al. (1992) observaram que, utilizando alta presséo, o CO, supercritico
penetra nas células e rompe-as quando é liberado repentinamente. Através deste
estudo eles foram capazes de melhorar a taxa de rompimento celular pela liberagéo
repetida da pressdo de CO,. Em sistemas supercriticos, o CO; dissolvido age pela

diminuic&o do pH celular, e a acidez resultante leva ao distarbio de alguns sistemas
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biolégicos dentro das células. A inibicAo microbiana é resultado, portanto, de
alteracbes nas propriedades da ceélula (membrana, citoplasma, enzimas, etc.)
(DIXON e KELL, 1989).

De acordo com Haas et al, (1989), uma diminuicdo no pH do meio nédo é
suficiente para ser tomado como resultado de uma redugdo microbiana devido ao
CO,, ja que esta agcdo — do gés - mostra um efeito inibitério especifico que é maior
que o de outros &cido usados para diminuicdo da acidez do meio (4cido fosférico,
acido cloridrico, etc). Isto acontece porque estes acidos ndo penetram nas células
microbianas tdo facilmente quanto o dioxido de carbono sob pressdo. Como a
pressdo do gés no leite ocorreu a pressdo ambiente neste trabalho, é muito provavel
que este mecanismo inibitério ndo tenha ocorrido devido a dificuldade do géas

penetrar o0 meio intracelular.

4.4 PROPRIEDADES DE TEXTURA

As propriedades de dureza e coesividade dos queijos durante a estocagem
estdo apresentadas na Tabela 8, enquanto a gomosidade, elasticidade e
mastigabilidade encontram-se na Tabela 9. Os dados do TPA entre diferentes
tratamentos mostraram variagdo nas propriedades mecéanicas de gomosidade,
dureza e mastigabilidade (P < 0,05). A for¢ca m&xima durante a primeira compressao
apresentou uma variacdo de 1,22 a 1,89 N. Maiores valores de dureza foram
relatados por outros autores: Buriti et al. (2005b) encontraram 2,81 a 3,28 N em 7
dias de armazenamento do Minas Frescal com e sem L. acidophilus; Buriti et al.,
(2005a) registraram 2,67 a 4,06 N em 7 dias, trabalhando com Minas Frescal e com
e sem L. paracasei; Herndndez-Moralez et al., (2010) descreveram valores variando

de 0,7 a 2,4 N no queijo mexicano Afiejo.
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TABELA 8 - DUREZA E COESIVIDADE DOS QUEIJOS PRODUZIDOS

Dureza 1° ciclo (N) Dureza 2° ciclo (N) Coesividade

Controle 1,22 + 0,06° 0,76 +0,10° 0,45 +0,07°
Acido L, pH 6,4 1,35 + 0,07° 0,85 +0,08° 0,46 +0,03°
Acido L, pH 6,0 1,40 + 0,08 0,93 +0,08° 0,47 +0,05°
C0,6,4 1,59 + 0,09° 1,16 + 0,09% 0,53 £ 0,022
C0,6,0 1,89 + 0,012 1,56 + 0,022 0,54 +0,01°

NOTA: Médias seguidas por diferentes letras para cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 95
% de significancia (P < 0.05)

Queijos pouco firmes podem resultar de umidades elevadas, devido a
formacdo de redes mais fracas entre as proteinas (Ahmed et al., 2005).
Bhaskaracharya e Shah (2001) relataram que um aumento significativo na sinérese
aumenta a dureza dos queijos. Souza e Saad (2009) relataram a existéncia de maior
dureza em queijo Minas Frescal adicionado de culturas lacteas iniciadoras quando a
umidade € menor. Dureza e seus parametros de derivados, como a gomosidade e a
mastigabilidade, também séo influenciadas pelo pH, além de serem influenciadas
pelo contetdo de umidade (Fox e McSweeney, 1998).

A coesdao e a elasticidade ndo apresentaram variagéo significativa (P > 0,05)
entre os tratamentos, embora tenha havido uma ligeira variagdo. Buriti et al. (2005b)
relataram valores proximos entre as medidas de elasticidade nos queijos Minas
Frescal estudados. A coeséo de todos os queijos foram superiores aos relatados no
queijo fresco mexicano Chihuahua (Van HEKKEN et al.,, (2007). Medidas de
adesividade também foram realizadas, porém ndo houve qualquer for¢ca adesiva

resultante em nenhum dos queijos dos ensaios.
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TABELA 9 - ELASTICIDADE, MASTIGABILIDADE E GOMOSIDADE DOS QUEIJOS
PRODUZIDOS

Elasticidade (mm) Mastigabilidade (N) Gomosidade (N)

Controle 7,16 + 0,812 0,25 + 0,04° 0,56 + 0,08°
Acido L, pH 6,4 6,69 + 1,09 0,32 +0,05™ 0,62 +0,02°
Acido L, pH 6,0 6,73 + 0,672 0,31 +0,03° 0,65 + 0,06°

CO; 6,4 7,03+1,13° 0,45 + 0,03%® 0,85 + 0,06"

CO, 6,0 6,83 + 0,262 0,55 + 0,012 1,02 + 0,037

NOTA: Médias seguidas por diferentes letras para cada coluna diferem entre si pelo teste de Tukey a 95
% de significancia (P < 0.05)

Como houveram diferengas significativas entre a dureza dos queijos, era
esperado que os parémetros de mastigabilidade e gomosidade também fossem
diferentes (P < 0,05), uma vez que sdo derivados da medida de dureza. Dentre os
parametros de textura analisados no presente trabalho, a dureza foi o mais
importante. Mamede (2008) avaliou as propriedades de queijos de coalho que
receberam diferentes temperaturas de cozimento. O autor relatou que menores
teores de umidade e, consequentemente, maior porcentagem de proteina total,
resultaram em queijos com maior dureza.

Menores valores no parametro dureza resultaram em queijos considerados
muito macios e de dificil manejo, enquanto os escores mais elevados resultaram em
queijos mais firmes. O queijo Controle obteve os menores valores de dureza, e
tornou-se um queijo demasiadamente mole em relagdo a firmeza padréo que
caracteriza o queijo Minas Frescal. Notou-se também uma grande dificuldade em
trabalhar-se com a coalhada do queijo Controle durante sua fabricagdo. Os cubos
apresentaram facil quebra e dificil dessoragem, que pbdde ser verificada pela

presenca de maior quantidade de dgua na andlise de umidade.
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O pH, umidade e acidez dos queijos foram influenciadas pelos diferentes
tratamentos. O pH e umidade dos queijos diminuiu durante o tempo, sendo que o pH
dos queijos tratados com CO, tiveram uma ligeira variacdo até os 14 dias de
armazenamento. Isto foi atribuido a perda de gas em conjunto com a producéo
bacteriana de acidos. A acidez foi maior no processo de acidificacdo direta - a
mesmos niveis de pH - em relagédo a carbonatag&o. Isto pode ter ocorrido pelo CO-
ser um acido fraco, o que facilitaria a perda de H* para a fase insolGvel.

O CO; néo exerceu efeito adicional sobre os micro-organismos psicrotroficos ou
bactérias lacticas em relacdo ao processo de acidificagdo direta na faixa de
operacgao utilizada. Foi observado um efeito relacionado com o fator de pH, nos
quais os niveis mais baixos (pH 6,0) foram mais eficazes contra psicrotroficos em
geral. Baixos valores de pHs permitiram um maior crescimento de bactérias lacticas
quando comparado ao comportamento dos psicrotréficos, uma vez que elas sdo
capazes de adaptar-se melhor em meios acidificados. N&ao foi evidenciado efeito
adicional do CO, sobre a multiplicacdo de psicrotréficos produtores de lipases e
proteases extracelulares.

A carbonatagdo resultou queijos Minas Frescal mais duros em relagdo aos
demais estudados, além de mais facil manipulacdo. O pH também influenciou na
dureza dos queijos, sendo que 0s queijos carbonatados obtiveram média de 1,59 e
1,89 N para pH 6,4 e 6,0, respectivamente, enquanto 0s queijos obtidos por
acidificacéo direta tiveram em média 1,35 e 1,40 N. Os parametros de coesividade e
elasticidade nao diferiram entre os tratamentos, enquanto a mastigabilidade e
gomosidade foram maiores no tratamento por CO,. Nenhum dos queijos apresentou
adesividade.

A producdo de queijos Minas Frescal sem a acidificagdo do leite (queijo
Controle) resultou um produto mais mole, com maior conteudo de agua, de dificil
manuseio e com maior susceptibilidade a contaminagdes de origem microbiana. De
acordo com os parametros estudados e dos dados obtidos, o tratamento do leite

para producdo de Minas Frescal com CO, mostrou ser uma alternativa adequada,
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podendo substituir o processo de acidificagdo direta ao criar queijos com

caracteristicas muito semelhantes.
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