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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da pré-acidificacao do leite e da reducdo
da dosagem de coagulante na fabricacdo e maturacdo do queijo Prato. Inicialmente, para
definir a porcentagem de reducdo de coagulante a ser adotada, avaliou-se o efeito do pH
sobre o tempo de coagulacdo do leite. A variacdo do pH (6,8; 6,6; 6,4 e 6,2) foi obtida
através da injecdo direta de CO, ao leite pasteurizado (72-75°C/15-20 seg.). O
delineamento experimental utilizado foi o Split-plot e o experimento completo foi repetido
trés vezes. Os resultados indicaram a reducdo do tempo de coagulacdo com a gradativa
queda de pH, além da possibilidade da reduc¢do de aproximadamente 65% do coagulante,
para a manuten¢do da mesma condi¢do de coagulacdo (40 minutos a 35°C), no pH 6,4. Na
segunda etapa do trabalho, compararam-se as caracteristicas de processamento, composicao
e comportamento durante a maturacdo do queijo Prato controle e do fabricado apds pré-
acidificacdo (CO,) do leite a pH 6,4 e da reducdo de 65% do coagulante. A composi¢do foi
avaliada um dia apds a fabricacdo dos queijos, enquanto a protedlise, a firmeza e a
capacidade de derretimento apds 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 40 dias. O experimento completo foi
repetido trés vezes e os resultados foram avaliados por andlise de variancia e de regressao
linear. Os tratamentos ndo afetaram significativamente a recuperagdo de proteinas, caseina,
gordura e cinzas dos queijos e nem o rendimento de fabricacdo. Os queijos € 0 soro nao
apresentaram diferenca significativa na composicdo, exceto no teor de umidade, que foi
menor no queijo obtido a partir de leite pré-acidificado com CO, e com redugado de 65% do
coagulante. Os tratamentos afetaram significativamente a protedlise, a capacidade de
derretimento e a firmeza dos queijos. Os queijos fabricados a partir da pré-acidificacdo do
leite com reducdo de 65% do coagulante apresentaram menor protedlise, maior firmeza e
menor capacidade de derretimento. Embora no inicio da maturag¢do, do 1° ao 15° dia, o
comportamento da protedlise primdria e secunddria tenha sido semelhante, a protedlise do
queijo controle foi aproximadamente duas vezes maior que do queijo com teor reduzido de
coagulante ao final do 40° dia de avaliac@o, permitindo um maior tempo de manutenc¢do das

propriedades fisicas do queijo apds as transformagdes iniciais do produto.

Palavras-chave: Queijo Prato, maturacdo, coagulante, diéxido de carbono - CO,, pré-
acidificacdo, soro, propriedades funcionais.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of preacidification of milk and the
quantity of coagulant reduction on manufacture and ripening of Prato cheese. Initially, to
determine the percentual reduction of coagulant to be used, it was evaluated the effect of
pH on the time of coagulation of milk. The variation of pH (6.8, 6.6, 6.4 and 6.2) was
obtained by direct injection of CO, under pressure to the pasteurized milk (72-75°C/15-20
seconds). It was used a Split-plot experimental design and the experiment was repeated
three times. The results indicated the possibility of reduction of approximately 65% of the
coagulant to maintain the coagulation condition (40 min at 35° C) at pH 6.4. In the next
stage, the characteristics of processing, composition and the ripening of Prato cheese
control were compared with the cheese made by preacidification of milk and 65% less
coagulant. The cheese composition was evaluated one day after its manufacture, while the
proteolysis, firmness and melting capacity were evaluated after 1, 5, 10, 15, 20, 25 and 40
days. The complete experiment was repeated three times and the results were analyzed by
ANOVA and linear regression. The treatments did not affect the recovery of protein,
casein, fat and ash of the cheese neither the yield of process significantly (p < 0,05). The
cheese and whey compositions were not significantly different (p < 0,05), except the cheese
moisture content, which was lower in Prato cheese made from milk preacidified with CO,
followed 65% less coagulant. The treatments significantly affected (p < 0,05) the
proteolysis, the melting capacity and the firmness. The cheeses made from preacidification
of milk with 65% less coagulant had lower proteolysis, higher firmness and lower melting
capacity. Although at the beginning of ripening the behavior of primary and secondary
proteolysis was similar between the 1st and the 15th day, the proteolysis of control cheese
was approximately two times faster than the cheese made from preacidification of milk
with 65% less coagulant until the 40th day of analysis, allowing cheese physical properties

sustain after the initial changes of the product.

Keywords: Prato cheese, ripening, coagulant, carbon dioxide - CO,, preacidification,
whey, physical properties.
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INTRODUGCAO

O queijo Prato € um queijo brasileiro origindrio da regiao Sul de Minas Gerais, que
segue principios bdsicos de fabricacdo dos queijos dinamarqueses e holandeses, devido a
presenca de imigrantes na regiio. E um queijo de massa lavada, semi-cozida, sabor suave,
corpo macio, podendo ser de massa fechada ou apresentar algumas pequenas olhaduras
lisas, brilhantes e redondas (FURTADO, 1983; FURTADO; LOURENCO NETO, 1994).

Em 2005 o queijo Prato representou aproximadamente 20% de toda a producio
brasileira de queijos e mais que 30% dos queijos chamados “commodities” (EMBRAPA,
2009). Planzer et al. (2009) apontaram o queijo Prato como o terceiro mais consumido por
1000 entrevistados no estado do Rio de Janeiro. O alto consumo deve-se a sua forma de
utilizagdo, seja puro, na forma de aperitivo, ou como recheio de sanduiches quentes ou
frios. Essas formas de utilizacdo fazem com que a maciez, a fatiabilidade e a capacidade de
derretimento sejam consideradas quesitos de qualidade deste queijo.

O soro, residuo gerado da fabricacdo do queijo, € um problema sério para as
industrias, primeiramente devido ao grande volume resultante (cerca de 90% do volume de
leite processado) e também por seu potencial poluidor. Além disso, seu descarte constitui
pratica antiecondmica, devido ao grande potencial de transformacdo em outros produtos
(JULIANO; PETRUS; TORRANO, 1987), como bebidas lateas, concentrado protéico de
soro, creme de soro para fabricacdo de manteiga e lactose. No aproveitamento do soro, seja
pela concentracdo e separacdo dos seus constituintes ou pela sua utilizagdo como matéria-
prima para a fabricagcao de outros produtos, € importante que o produto nao seja fermentado
ou adicionado de dcidos, como ocorre na pré-acidificacdo do leite antes da fabricacdao de
queijos, usualmente com 4cido l4ctico. A utilizacdo de diéxido de carbono como
acidificante pode ser uma alternativa para o melhor aproveitamento do soro. Em meio
aquoso, o gas solubilizado se transforma em &4cido carbOnico, abaixando o pH do leite
durante o processo de fabricagdo do queijo. A remocdo do soro se da posteriormente pela
passagem do produto em camara de vacuo (NELSON; LYNCH; BARBANO, 2004a;
AMIGO; OLANO; CALVO, 1995; RUAS-MADIEDO et al., 1996) ou pelo seu

desprendimento durante a agitacdo e aquecimento da massa no tanque de fabricacdo



(CHAMPAGNE; ST-GELAIS; DE CANDOLLE, 1998; HOTCHKISS; WERNER; LEE;
2006).

Nossa hipétese para este trabalho é que a pré-acidifica¢do do leite através da adicao
de CO,, seguida da reducdo da dosagem de coagulante pode levar a produ¢do de um queijo
Prato, onde a protedlise ocorra mais lentamente, preservando por mais tempo as
propriedades fisicas do queijo. Além disso, o soro resultante desse processo de fabricacdo
poderia ser utilizado diretamente, sem previa neutralizacdo, diminuindo custos e
possivelmente melhorando a qualidade dos produtos resultantes.

Dentro deste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito da pré-
acidificacdo do leite por meio da adicdo de CO; e o efeito da reducdo da quantidade de

coagulante na fabricac¢ao, rendimento, protedlise, firmeza e derretimento do queijo Prato.

1. OBJETIVOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1. Avaliar o efeito da pré-acidificacdo do leite com CO, sobre o seu tempo de

coagulacdo;

2. Avaliar o efeito da pré-acidificagdo do leite com CO; e da redu¢do da quantidade de
coagulante sobre o rendimento, a composicao fisico-quimica, o perfil de maturacdo

e as caracteristicas funcionais do queijo Prato.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Queijo Prato

O queijo Prato foi introduzido no Brasil na década de 20 do século passado, na
regido Sul de Minas Gerais, através de imigrantes dinamarqueses. Acredita-se que naqueles
tempos pioneiros, 0s queijos eram elaborados seguindo-se os principios bdsicos de
fabricacdo de queijos dinamarqueses, como o Danbo, Tybo, Fynbo e Molbo, e holandeses,
como o Gouda e o Edam. Todos esses queijos, de forma geral, sdo de massa lavada, semi-
cozida, sabor suave, corpo macio, podendo apresentar algumas olhaduras lisas, brilhantes e
redondas. A tecnologia de fabricacdo do queijo Prato foi adaptada as condicdes locais, o
que explica as diferencas de sabor e abertura de massa observada no Prato em relacdo aos
queijos que lhe deram origem. Enquanto aqueles se apresentaram sempre com presenca de
olhaduras regulares e pequena, o Prato pode ser encontrado tanto com olhaduras regulares
ou irregulares, como também completamente fechado. (FURTADO, 1983; FURTADO;
LOURENCO NETO, 1994)

O Prato € o segundo queijo mais produzido no Brasil e a producdo em 2007 foi de
126.000 t (ABIQ, 2007), o que representou naquele ano aproximadamente 20% de toda a
producdo brasileira de queijos, mais que 30% dos queijos chamados “commodities”, além
da utilizagdo de cerca de 7% de todo o leite recebido por industrias sob fiscaliza¢ao federal
(EMBRAPA, 2009). A produgdo do queijo Prato é menor apenas que a producdo do queijo
Mussarela, que consumiu em 2007 pouco mais de 10% de todo o leite produzido nas
mesmas condi¢des. A producdo do queijo Prato teve um aumento superior a 27% no
periodo de 2000 a 2005 (ABIQ, 2005). Dados coletados por Planzer et al. (2009), de 1000
entrevistados no estado do Rio de Janeiro, demonstraram que dos queijos citados como os
consumidos pelos entrevistados, o queijo Prato foi o terceiro mais citado.

Segundo o Regulamento Técnico para Fixa¢do de Identidade e Qualidade (BRASIL,
1997), o queijo Prato é um queijo maturado, obtido pela coagulacdao do leite por acdo
enzimatica do coalho e/ou outras enzimas coagulante apropriadas, complementada ou nao
pela acdo de bactérias licticas especificas. E classificado como queijo gordo e de média
umidade. Dependendo da variedade, seu peso é de 0,4 a 5 kg e tem as seguintes

designagdes comerciais: queijo Prato Lanche ou Sanduiches, na forma de paralelepipedo de



secdo transversal retangular; queijo Prato Cobocd, que € cilindrico e queijo Prato Esférico
ou Bola, que é esférico.

Embora o processo de fabricagdo do queijo Prato possa ser considerado
relativamente bem padronizado na inddstria brasileira, existem variacdes nos
procedimentos de fabricacdo que podem afetar o rendimento, a composi¢do e as
caracteristicas do produto. Estes procedimentos incluem o tipo de cultura l4ctica utilizada, o
uso ou nao da lavagem da massa (delactosagem) e sua temperatura de cozimento, o tipo de
coagulante, o método de salga e, finalmente, o tempo de maturagdo. Como procedimento
geral de fabricacdo, pode-se afirmar que o Prato € um queijo de massa lavada e semi-
cozida, obtido através da coagulacdo enzimdtica do leite, salgado em salmoura
(OLIVEIRA, 1986; FURTADO; LOURENCO NETO, 1994) e maturado por pelo menos
25 dias, conforme estabelecido pela legislacio (BRASIL, 1997). Ap6s a coagulagdo e o
corte do codgulo, a massa € mexida por um periodo ndo superior a 20 minutos para evitar
sua desmineralizacdo excessiva. Apds esse tempo, € feita uma delactosagem por meio da
retirada de um volume de soro e adicdo de dgua quente com a finalidade de lavagem da
massa, com propor¢ao que varia segundo as intensidades de sabor e textura desejados ao
produto. Utiliza-se dgua a 75 - 80°C e sua adi¢do deve ser feita visando a elevagdo gradual
de temperatura, de 1° C a cada 2 a 3 minuto. Apds o aquecimento, que pode chegar a 45°C,
a massa € agitada de forma vigorosa até atingir o ponto. A massa € pré-prensada sob o soro,
enformada e prensada, onde sofre uma compactacao para retirada do soro intersticial. Ao
final da prensagem os queijos sdo encaminhados para a salga em salmoura (FURTADO,
1983).

Para exemplificar como este procedimento padrao pode ser varidvel, Cichoscki et
al. (2002) e Gorostiza et al. (2004) publicaram a caracteriza¢do e acompanhamento da
maturagdo de queijo Prato artesanal produzido, segundo os autores, pelo método tradicional
na regido do Alto Uruguai, no Rio Grande do Sul, que envolve oito municipios. De acordo
com esses trabalhos, o queijo Prato foi fabricado com leite de vaca ndo pasteurizado, sem
adicdo de cultura lactica comercial, sem delactogagem e com salga na massa. Esse
protocolo de fabricacdo é completamente diferente do procedimento geral de fabricagcao

(OLIVEIRA, 1986; FURTADO; LOURENCO NETO, 1994).



Segundo Furtado e Lourenco Neto (1994) a composicio média esperada para o
queijo Prato obtido segundo o procedimento geral de fabricacao é 42-44% de umidade, 26-
29% de gordura, pH entre 5,2-5,4 e teor sal de 1,6 a 1,9%. Composicao semelhante foi
reportada por Mazal et al. (2007) e Nonogaki, Monteiro e Gigante (2007), enquanto
Spadoti et al. (2003b) obtiveram queijo controle com maior teor de umidade (48,2%). No
que diz respeito ao teor de proteina, os queijos apresentaram 18,4 (SPADOTI et al., 2003b),
22,2 (NONOGAKI; MONTEIRO; GIGANTE, 2007) e 22,6% (MAZAL et al., 2007).

Segundo Furtado (1990), a relacdo Caseina/Gordura (C/G) tem sido recomendada
como um dos recursos para padronizar o queijo Prato, considerando as diferencas de
composi¢do do leite entre as racgas, as estacoes do ano. Considerando que a caseina é o
componente do leite que mais afeta a retencdo dos demais, a padronizacdo do leite com
base na relacdo C/G oferece resultados bastante exatos, sendo muito usada nos Estados
Unidos na fabricacdo de queijo Cheddar. Costa Junior e Pinheiro (1998) estudaram a
influéncia da relacao caseina/gordura nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo Prato. Os
autores determinaram uma equagdo experimental que correlaciona a gordura no extrato
seco do queijo com a relagdo caseina/gordura do leite no intervalo entre 0,68 a 0,8. Para o
GES minimo legal de 45% mais uma margem de seguranca de 2% os autores determinaram
que a relacdo C/G do leite deve ser de 0,76.

Atualmente, existe disponivel no mercado brasileiro o queijo Prato com teor de
gordura reduzido. Barros, Cardelo e Viotto (2004) avaliaram a composicao de trés marcas
comercializadas na regido de Campinas e verificaram que ndo existe diferenca significativa
em relacdo a composicao dos queijos, que apresentaram, em média, 49 + 2% de umidade,
19 + 1% de gordura, 25 + 1% de proteina, 1,5 £ 0,2% de sal e pH de 5,44 £ 0,07. A
obtencdo de queijo Prato com reduzido teor de gordura com a utilizacdo do processo de
ultrafiltracdo com baixo fator de concentragdo (FC = 1,5 e 2,0) foi avaliada por Barros,
Ribeiro e Viotto (2006b). Os autores observaram que o processo de ultrafiltracdo ndo afetou
significativamente a composi¢do dos queijos e o produto controle apresentou 53,43% de
umidade, 6,10% de gordura, 32,31% de proteina total, 1,56% de sal e pH de 5,40.

A acidificac@o necessdria a fabricacdo de queijos pode ser obtida pelo emprego de
culturas lacticas. O fermento lactico normalmente utilizado no processamento de queijo

Prato ¢é o tipo LD, composto de Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.



cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. Diacetylactis e Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris. As culturas homofermentativas mesofilicas, Lactococcus
lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris, séo as principais responsaveis pela
acidificacdo durante a etapa de fabricagdo do queijo e nos estdgios iniciais da maturagao.
Ao fermentarem a glicose, produzem exclusivamente acido lactico L (+). O Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, bactéria heterofermentativa, produz elevada
quantidade de acetoina e diacetil a partir de citrato, compostos que proporcionam o aroma
do queijo Prato. O Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris apresenta um metabolismo
heterofermentativo, produzindo, a partir da glicose os 4dcidos lactico e acético, etanol e CO,
que confere ao queijo Prato a pequena formacdo de olhaduras caracteristicas de algumas
variedades. E também capaz de produzir compostos aromdticos (diacetil e acetoina) a partir
do metabolismo do citrato (FURTADO, 1990; McSWEENEY, 2004). Nos produtos
disponiveis no mercado observa-se que os queijos Prato Coboc6 e Esférico apresentam
olhaduras, enquanto o Prato tipo Lanche é normalmente um queijo de massa fechada.

A utilizacdo de culturas adjuntas tem sido proposta para a fabricag¢ao de queijo Prato
com baixo teor de gordura com a finalidade de corrigir problemas de sabor e textura. Barros
et al. (2006a) compararam a fabricagdo de queijo com baixo teor de gordura fabricado com
e sem (queijo controle) adi¢do de cultura adjunta (Lactobacillus helveticus). Os autores
observaram o maior aprofundamento da maturagao do queijo fabricado com cultura adjunta
quando comparado ao queijo controle. O queijo adicionado de cultura adjunta apresentou
melhor qualidade sensorial, quer pela reducdo do sabor amargo, aumento da concentragdo
de peptideos de sabor desejavel, precursores de sabor, aroma e textura, do queijo Prato com
baixo teor de gordura.

A determinacdo do rendimento de fabricagdo € importante para controlar a
eficiéncia do processo e para estudar o resultado de experimentos que comparam alteracoes
de processos e de condicdes de processamento. O rendimento industrial pode ser expresso
de diferentes formas, sendo usual expressd-lo em kg de queijo/100 kg de leite (ou em
porcentagem). Outra forma de expressao € o rendimento ajustado, que considera a corre¢ao
em fungdo dos teores de sal e umidades desejados (FOX et al., 2000). Segundo Furtado e
Lourenco Neto (1994), o rendimento de fabricacdo do queijo Prato é de 9,0 — 9,5 litros de
leite por kg de queijo, o que corresponde a 10,2 - 10,7 kg de queijo/100 kg de leite (cdlculo



baseado em densidade 1,032 kg/litro). Mazal et al. (2007) nao observaram diferenca
significativa no rendimento ajustado (1,6% de sal e 42% de umidade) de queijo Prato
obtido a partir de leite com alta e baixa contagem de células sométicas, que foi 10,1 e 9,3
kg de queijo/100 kg de leite, respectivamente. Spadoti et al. (2003b) compararam o
rendimento ajustado (1,7% de sal e 43% de umidade) do queijo Prato tradicional e
fabricado pelo processo de ultrafiltragdo. Os tratamentos ndo afetaram o rendimento

ajustado dos queijos, que foi, em média, de 9,68 kg de queijo/100 kg de leite.

3.2. A maturaciao do queijo Prato

A qualidade e a composicao do leite, bem como os procedimentos de fabricacao
definem a composi¢do dos queijos, porém, é durante a maturacdo que ocorrem as
transformagdes tipicas necessarias ao desenvolvimento das caracteristicas de cada queijo.
Os trés eventos que ocorrem durante a maturacdo dos queijos sdo gliclise, protedlise e
lipdlise. Estas reagcdes sdo responsdveis pela mudanga de textura que ocorre na massa do
queijo durante a maturagdo e sdo também as principais responsaveis pelo sabor e aroma do
queijo, embora numerosas mudangas secunddrias ocorram concomitantemente (FOX,
1993).

A protedlise de queijos envolve uma série de dindmicos e complexos eventos, onde
uma determinagdo exata do estado de degradacdo da estrutura protéica se torna uma ardua
tarefa. O acompanhamento das variagdes das fracdes nitrogenadas ¢é utilizado para
demonstrar a evolugdo desse fendmeno. Os dois indices mais comumente utilizados sdo as
porcentagens das fragdes de nitrogénio soliveis em pH 4,6 e em 4acido tricloroacético
(TCA) 12%, ambas expressas como porcentagem do nitrogénio total (WALSTRA et al.,
1999 e FOX, 1993). Estes indices sdo comumente designados na matura¢do de queijo Prato
como extensao e profundidade de maturagdo, respectivamente.

Gorostiza €t al. (2004) analisaram a protedlise em queijo Prato artesanal, fabricado
com leite cru e adicdo de coalho bovino. Os autores observaram que a hidrélise da oy e -
caseina foram similares em todos os processamentos € que a og-caseina foi hidrolisada
mais extensivamente (65%) que a B-caseina (20%). Do 1° ao 60° dia de maturacdo, os
teores de nitrogénio soluvel em pH 4,4 e em TCA 12%, expressos em relacao ao nitrogénio
total, aumentaram de 7,23 para 21,4% e de 2,80 para 12,53%, respectivamente. Narimatsu

et al. (2003) observaram o aumento dos indices de extensdo e profundidade de maturagio



do queijo Prato durante o periodo de 45 dias de 70% e 117,4%, respectivamente. Por outro
lado, Barros et al. (2006a) observaram que no mesmo periodo de maturagdo, os indices de
extensdo e profundidade de maturacdo do queijo Prato aumentaram em 180% e 185%,
respectivamente.

Silva, Van Dender e Baldini (1999) determinaram o perfil eletroforético de queijo
Prato obtido com incorporacdo da enzima proteolitica Neutrasea em diferentes
concentracdes (10, 15 e 25mg de enzima . kg de leite), com o intuito de acelerar a
maturagcdo. A andlise eletroforética demonstrou claramente que a incorporacdo de enzimas
levou a diferencas quantitativas nas fragcdes protéicas dos queijos adicionados de enzimas
quando comparados aos tradicionais. Houve uma maior degradacdo das fragdes o s;- e [3-
casefnas, com actimulo maior de alguns produtos de degradacdo destas duas fracOes nos
queijos modificados.

No tocante as propriedades funcionais do queijo Prato, a fatiabilidade € uma
caracteristica importante, visto que € habito do brasileiro a compra deste queijo fatiado
(FURTADO; LOURENCO NETO, 1994). Entretanto, considerando o atual uso do produto
para sanduiche, a boa capacidade de derretimento também passou a ser um quesito de
qualidade. Segundo Lucey, Johnson e Horne (2003), as propriedades fisicas dos queijos
dependem das interacdes da caseina e da extensao da protedlise.

A consisténcia macia e o sabor suave do queijo Prato s@o resultados dos processos
de semi-cozimento e da lavagem da massa. Essa lavagem faz com que o abaixamento de
pH seja menor, favorecendo a formacao de uma estrutura firme e eléstica, condizente com a
propriedade de fatiabilidade desejada para o queijo. A maturagdao do queijo Prato deve ser
controlada, j4 que um aprofundamento da maturacdo pode hidrolisar as cadeias protéicas,
deixando-as assim mais curtas. Tal estado de degradacdo da matriz protéica pode gerar
excessivo amolecimento no queijo, a qual dificulta o fatiamento do produto (FURTADO;
LOURENCO NETO, 1994).

O principio da avaliacdo da capacidade de derretimento baseia-se na modificacdo
sofrida pela amostra quando esta € submetida a uma fonte de calor, a uma dada
temperatura, por um determinado tempo. Nonogaki, Monteiro e Gigante (2007)
padronizaram uma condicdo de tempo/temperatura para avaliar o derretimento do queijo

Prato, durante todo o periodo de maturacdo. Os queijos foram fabricados segundo



metodologia tradicional e avaliados em relacdo a capacidade de derretimento apds 1, 15, 30
e 45 dias de maturacdo, utilizando-se o método de Schreiber e diferentes combinagdes de
tempo e temperatura através da andlise de superficie de resposta. Os resultados
demonstraram que a melhor condicdo para avaliar o derretimento do queijo Prato durante
todo o periodo de maturacgdo foi 130 °C/10 min.

Spadoti et al. (2003a) acompanharam a evolugdo da capacidade de derretimento
(aquecimento a 107°C/7 minutos) durante a maturacdo do queijo Prato fabricado leite
concentrado por ultrafiltracdo (FC = 4:1) variando-se a porcentagem de retentado a ser pré-
maturado (10 e 20 % do volume total), além de diferentes cozimentos da massa (direto e
indereto). Os tratamentos ndo afetaram a capacidade de derretimento dos queijos que
aumentou significativamente ao longo da maturacdo. No queijo fabricado pelo processo
tradicional observou-se um aumento na capacidade de derretimento de 140 para 290% entre
0 10° e 45° dia de maturagdo.

A andlise instrumental do perfil de textura ou Texture Profile Analysis (TPA) € um
método empirico, o qual simula a mordida durante a mastigagdo de um material
viscoeldstico. Como resultado, é obtido um grafico forca-deformacao, caracteristico para
cada tipo de produto. Através deste grafico, sdo obtidos parametros reolégicos como
fraturabilidade, dureza, coesividade, adesividade e elasticidade (FOX et al., 2000 e
SZCZESNIAK, 2002). Katsuda et al. (1999) compararam o perfil de textura do queijo
Prato tradicional e o fabricado com teor reduzido de gordura. Os tratamentos afetaram
significativamente a firmeza e o queijo controle apresentou uma redu¢do da firmeza de 7,3
até 4,64 N até o 45° dia de maturacdo. Ja Baldini et. al (1998) avaliaram as mudangas na
textura do queijo Prato ao longo da maturagdo. Os autores observaram um aumento da
firmeza de 2921,2 g para 4568,7 g entre o 1° e o 7° dia de maturagdo, seguido da reducao
desse parametro, ocasionada pela degradagdo protéica. Ao final de 40 dias a firmeza
alcancava o valor de 3541,4 g. Segundo os autores, o aumento da dureza nos primeiros dias
de cura deveu-se a perda de umidade do queijo para o ambiente, a qual € muito comum em
queijos com casca, ja que nesse trabalho em questio o queijo foi maturado fora da

embalagem.



3.3. A acido do coalho na maturacdo e a fabricacdo de queijo a partir de leite

pré-acidificado

A protedlise em queijos € afetada por inimeros fatores como: tipo e a atividade
residual do coagulante, proteases naturais do leite (como plasmina, catepsina D e outras
proteases de células somaéticas), proteinases e peptidases liberadas pelos microrganismos do
fermento lactico, fermento secundario e bactérias lacticas nao adicionadas. Fatores
intrinsecos ao queijo também afetam a protedlise como a taxa de sal na umidade,
temperatura de maturacdo, mudangas no pH durante a cura, além do potencial redox e o
teor de cdlcio (LAWRENCE; CREAMER; GILLES, 1987; SOUSA; ARDO;
MCSWEENEY, 2001).

Em queijos de massa lavada, a protedlise ocorre inicialmente pela acdo da atividade
residual do coalho, especialmente a quimosina, responsavel pela formacdo da maior parte
das substancias nitrogenadas soliveis, com a liberacdo de peptideos de alto e médio peso
molecular e baixa quantidade de aminodcidos. A oy -caseina € a fracdo caséica degradada
mais rapidamente durante a matura¢do. Sua degradacdo é favorecida pelo pH do queijo e
pela proximidade do pH 6timo de atuagao do coalho, bem como pelo contetido de sal. A B-
caseina € hidrolisada mais lentamente e aproximadamente 50% desta fracdo caséica
permanece intacta apés 6 meses de maturagio (WALSTRA et al., 1999). Lawrence,
Creamer e Gilles (1987), ao discutir a maturagdo do queijo Gouda, queijo que se aproxima
ao Prato por semelhancas de processo e composi¢do, comenta sobre a pouca contribuicao
da plasmina na degradacdo da o5 e P-caseinas em relacdo a renina e as proteases do
fermento.

A maioria dos coalhos utilizados na industria queijeira brasileira sdo produzidos a
partir do abomaso de bovinos adultos e apresentam em média 80% de pepsina bovina e
20% de quimosina (ROSSI et al., 1998). Segundo Fox (1993), apenas 3 a 6% do coalho
adicionado ao leite fica retido na massa do queijo. Porém essa pequena quantidade residual
contribui significativamente para as reacdes de protedlise da maturacgdo do queijo.

Folegati, Antunes e Roig (1997) estudaram a influéncia do tipo de coalho na
maturagdo de queijo Prato. Os autores utilizaram coalho de abomaso bovino adulto (20% de
quimosina e 80% pepsina), de abomaso de bezerro (80% quimosina e 20% pepsina) e

quimosina pura obtida por fermentacdo de microorganismos geneticamente modificados. A
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protedlise foi evidente em todas as fragdes protéicas, sendo que a5-CN foi prontamente
degradada, no sexto dia de maturagcdo, a ag-I-CN. A degradacdo aumentou durante o
periodo de maturacdo (66 dias), sendo mais intensa no queijo fabricado com coalho
extraido de abomaso de bovino adulto.

Augusto e Viotto (2008) estudaram a influéncia do tipo de coagulante (de origem
microbiana extraido de Rhizomucor miehi, de abomaso bovino adulto e de quimosina pura
obtido por fermentacdo) e do tipo de aquecimento da massa (direto e indireto) sobre a
composi¢do, rendimento, protedlise e caracteristicas sensoriais do queijo Prato. O tipo de
coagulante ndo afetou significativamente a recuperacao de gordura, proteinas e rendimento
dos queijos. Observou-se sabor amargo mais intenso no queijo fabricado com coalho
microbiano, com aquecimento indireto na massa, seguido do queijo fabricado com o
mesmo coagulante e aquecimento direto da massa. Os demais tratamentos apresentaram
sabor amargo menos acentuado e ndo deferiram entre si.

A tecnologia de pré-acidificacdo do leite ou acidificacdo direta, termo mais
empregado quando o abaixamento de pH € feito através da adicdo de acidos organicos, €
amplamente conhecida e utilizada em varios queijos, como os queijos de massa filada,
frescos e o cheddar. A pré-acidificacdo do leite para a fabricacdo de queijo Mussarela tem
como finalidade a filagem imediata da massa apds a sua obtencdo, reduzindo, com isso, 0
tempo de processo. Este procedimento resulta em um queijo com menos ou nenhum
fermento lactico e maior teor de umidade final (VIOTTO; OLIVEIRA, 1998; DAVE et al.,
2003; MCMAHON; PAULSON; OBERG, 2005). Queijos frescos, como o Minas Frescal,
também lancam mao da acidificacdo direta para a substituicdo do fermento lactico e
conseguir maior retencdo de umidade, sabor e durabilidade (CARVALHO; VIOTTO;
KUAYE, 2007). O queijo Cheddar fabricado a partir de leite pré-acidificado tem como
objetivo a reducdo do tempo de processo por encurtamento do tempo de cheddarizacdo
(CREAMER; LAWEWNCE; GILLES, 1985; ST-GELAIS; CHAMPAGNE; BELANGER,
1997; NELSON; LYNCH; BARBANO, 2004 a).

A pré-acidificagcdo por meio da adicdo de dcidos convencionais (lactico, citrico,
acético ou cloridrico) tem como inconveniente a obtengdo de um soro de leite com menor
pH, que pode impedir o aproveitamento do soro como matéria-prima para outros produtos.

A utilizacao do CO, como acidificante € uma forma de se fazer a pré-acidifica¢do do leite
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sem que haja residuos no soro, ja que a remocao do didéxido de carbono pode ser feita pela
passagem do produto em camara de viacuo (AMIGO; OLANO; CALVO, 1995; RUAS-
MADIEDO et al.; 1996) ou com a agitagdo seguida do aquecimento pelo efeito da reducao
da solubilidade de CO, em dgua, levando o 4cido carbdnico para a fase gasosa e o seu
posterior desprendimento (CHAMPAGNE; ST-GELAIS; DE CANDOLLE, 1998;
HOTCHKISS; WERNER; LEE, 2006), sem acarretar perda de estrutura das proteinas soro,
acucares e minerais (RUAS-MADIEDO et al., 1996).

A capacidade acidificante do CO, tem sido explorada na fabricacdo de queijos (ST-
GELAIS; CHAMPAGNE; BELANGER, 1997; NELSON; LYNCH; BARBANO, 2004 a,
b; MONTILLA; CALVO; OLANO, 1995), pela possibilidade de reducdo do tempo de
processamento e na quantidade de coalho, o que pode resultar em alteracdes das
propriedades funcionais do produto (NELSON; LYNCH; BARBANO, 2004a).

Calvo, Montilla e Olano (1993) compararam o efeito da acidificagdo do leite com
CO; ou 4cido lactico sobre a atividade do fermento lactico e as propriedades de coagulacdo
por renina. Estes autores observaram que o pH final mais alto encontrado para as amostras
tratadas com CO, pode ser atribuido a menor atividade metabdlica do fermento. A
acidificacdo resultou num decréscimo no tempo de coagulagdo, o qual foi mais pronunciado
nas amostras tratadas com 4cido lactico do que com CO,.

Este mesmo grupo de pesquisadores (MONTILLA; CALVO; OLANO, 1995)
fabricaram queijo Ibérico a partir de leite submetido a trés diferentes tratamentos: a) leite
pasteurizado (controle); b) leite pasteurizado e acidificado a pH 6,0 com adi¢do de COy; ¢)
leite acidificado a pH 6,0 com adi¢do de CO; e pasteurizado. Os autores observaram que a
producdo de queijos com leite tratado com CO, e pH 6,0 reduziu a quantidade necessaria
para a coagulagao em 75%. Embora a acidificagdo tenha reduzido a quantidade de acido
lactico produzido pela cultura durante a incubacdo do leite, ndo se observou diferenca
significativa entre os queijos fabricados de leite ndo acidificado ou acidificado com CO..
Os queijos fabricados com leite tratado com CO, apresentaram menor protedlise que o
queijo controle, entretanto ndo se observou diferengas significativas entre as caracteristicas
sensoriais dos queijos.

St-Gelais, Champagne e Bélanger (1997) compararam a fabricagdo, composi¢do e

rendimento do queijo Cheddar, fabricado com leite ndo acidificado (controle, pH 6,67) e

12



com leite pré-acidificado com adi¢do de 4cido lactico e CO,, ambos para pH 6,55. Para
obtencd@o do mesmo tempo de coagulacdo em todos os queijos utilizou-se 30% menos de
renina nos leite acidificados quando comparado ao leite controle. Os tratamentos nao
afetaram significativamente a composi¢do e o rendimento dos queijos, entretanto, os
queijos obtidos a partir de leite acidificado apresentaram menor tempo de cheddarizagao.

Nelson, Lynch e Barbano (2004a) avaliaram o efeito da pré-acidificacdo do leite
com CO,; sobre a composi¢do, a recuperacdo dos constituintes do leite e o rendimento. O
leite foi adicionado de CO; na concentragdao de 1600 ppm, o que resultou num pH de 5,9 a
31°C. Utilizou-se a mesma cultura e a mesma quantidade de coagulante para ambos os
tratamentos. Em relacdo ao queijo controle, os fabricados com leite acidificado a pH de 5,9
retiveram menor teor de cdlcio e gordura e ndo apresentaram diferenca na recuperacido de
proteina.

Nelson, Lynch e Barbano (2004b) avaliaram a protedlise do queijo Cheddar
fabricado a partir de leite com e sem adi¢do de CO, (1600 ppm, pH 5,9 a 31°C). As
dosagens de cultura lactea e coagulante foram mantidas constantes para ambos os
tratamentos. Os autores observaram que o queijo fabricado com leite adicionado de CO,
apresentou uma maior protedlise do que o queijo controle.

A pré-acidificacdo do leite para a fabricacdo de queijo pode favorecer o aumento da
protedlise quando € mantida a concentragdo de coalho. Este efeito pode estar associado a
trés possibilidades: ao aumento da atividade do coalho com a aproximagao do pH 6timo de
atuacdo que € de 3,5 unidades de pH (FOLTMANN, 1993); a passagem da caseina para a
fase aquosa do queijo, o que aumenta a susceptibilidade de ataque por enzimas proteoliticas
presentes, principalmente a quimosima; ou ainda pelo aumento da reten¢do de enzimas do
coalho na massa do queijo, que tende a ser maior quanto menor o pH de dessoragem, com
excecdo do coagulante de origem microbiana extraido de Rhizomucor miehi (CREAMER,;
LAWEWNCE; GILLES, 1985; METZGER et al., 2001b; NELSON; LYNCH;
BARBANO, 2004b).

3.4. O aproveitamento do soro da Industria Lactea
O soro de queijo é um liquido opaco, amarelo-esverdeado, que contém cerca de
55% dos soélidos existentes no leite integral original e representa cerca de 80 a 90% do

volume de leite utilizado na fabricacdo de queijo (KOSIKOWSKI, 1979).
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O soro de queijo é um subproduto relevante para a industria queijeira, pelo volume
produzido (mais de 900.000 toneladas em 2005, somente origindrio da fabricacdo de queijo
Prato, segundo a ABIQ, 2005) e por sua composicdo nutricional, com expressiva
quantidade de proteinas de alto valor bioldgico.

De acordo com Juliano, Petrus e Torrano (1987), a ndo utilizagdo racional do soro
resultante da fabricacdo de queijo na industria de laticinios constitui pritica antiecondmica
e até mesmo anti-social, ndo sé devido a caréncia mundial de alimentos, mas também pelo
cardter sazonal da producdo de leite e oscilacdes desta. Segundo Wasen (1998), a descarga
de um litro de soro em cursos d’agua acarreta em uma carga média de DQO/DBOs de 30-
60 g - L', que corresponde a quantidade de efluentes gerada por cerca de 40-50 pessoas
para cada 100L de soro despejado sem tratamento.

Apesar do potencial poluidor do soro, ele pode ser considerado produto nobre pelo
seu teor de proteinas soluveis, ricas em aminodcidos essenciais, pela presenca de vitaminas
do grupo B e pelo elevado teor de lactose e sais. As proteinas do soro possuem aminoacidos
essenciais facilmente digeriveis e considerados altamente completos, tanto fisioldgica
quanto nutricionalmente. Além disso, apresentam caracteristicas funcionais excelentes.
Estas proteinas — lactoalbuminas, lactoglobulinas, imunoglobulinas e protease-peptonas —
possuem, do ponto de vista nutricional, um dos mais altos PER (Protein Efficiency Ration)
conhecidos — 3,1 — que supera o da caseina que € de 2,5 (FORSUM, 1974).

A pré-acidificacao tem como inconveniente a obtencdo de um soro de leite com
menor pH, que pode impedir o aproveitamento do soro como matéria-prima para outros
produtos como a producdo de isolados ou concentrados protéicos e a utilizacdo para a
producdo de bebidas lacteas. A remog¢do ou neutralizacdo da acidez poderia restabelecer as
qualidades iniciais do soro e possibilitar o aproveitamento. Contudo, a neutralizacdo gera
aumento do teor de sais (principalmente de sédio), que devem ser removidos por processos
adequados, como osmose reversa ou nanofiltracao.

A utilizacdo de didxido de carbono como acidificante € bastante conveniente, uma
vez que pode ser facilmente removido pela passagem do produto em camara de vacuo
(NELSON; LYNCH; BARBANO, 2004a; AMIGO; OLANO; CALVO, 1995; RUAS-
MADIEDO et al., 1996) ou agitacio seguida de aquecimento (CHAMPAGNE; ST-
GELAIS; DE CANDOLLE, 1998; HOTCHKISS; WERNER; LEE, 2006).
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3. MATERIAIS E METODOS

4.1. Metodologia para avaliar o efeito da pré-acidificacao do leite com CO; sobre o

tempo de coagulacao

4.1.1. Matéria Prima

O leite cru refrigerado utilizado como matéria-prima na primeira etapa do
experimento foi obtido na fazenda Rio das Pedras (Bardo Geraldo, Campinas-SP),
transportado em latdes até a planta piloto do laboratério de Leite e Derivados do DTA/
FEA/UNICAMP e mantido sob refrigeracdo em camara-fria (5 = 1°C). Em seguida o leite
foi padronizado para 3,5% de gordura com creme de leite a 37% de gordura, pasteurizado
em trocadores de calor a placas (72-75°C / 15- 20 segundos), resfriado a 4°C e armazenado
em latdes em camara fria. O leite refrigerado foi dividido em 3 lotes que foram submetidos
ao mesmo tratamento para avaliar o efeito da pré-acidificacdo do leite com CO, sobre o

tempo de coagulacdo, conforme esquema geral de trabalho € apresentado na Figura 1.

Leite cru

L

Padronizagao, pasteuriza¢ao
(72-75°C/15s) e resfriamento a 4°C

Lote 1 Lote 2 Lote 3
A 4 A 4 A 4
A 4 A 4 A 4 A 4
Leite controle Adicdo CO,; para Adicdo CO; para Adicao CO; para
(pH 6,80+0,01) ajuste de pH ajuste de pH ajuste de pH
(pH 6,60%0,01) (pH 6,40%0,01) (pH 6,20%0,01)
| | |
A 4

Determinacao do tempo de coagulagdo do leite a 35°C

Figura 1. Fluxograma do esquema geral do trabalho para avaliar efeito da pré-acidificacdo
do leite com CO; sobre o tempo de coagulacio.
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4.1.2. Amostragem

O leite cru foi avaliado quanto ao pH, acidez tituldvel, densidade, gordura e extrato
seco total. O leite pasteurizado foi avaliado quanto ao pH, acidez tituldvel, densidade,
gordura, extrato seco total, cinzas, lactose, nitrogé€nio total, nitrogénio solivel em pH 4,6 e
nitrogénio solivel em TCA 12% pelo método de Kjeldahl. A proteina verdadeira foi
calculada pela diferenca entre o nitrogénio total e o nitrogénio solivel em TCA 12%,
multiplicado por 6,38 e a porcentagem de caseina pela diferenca entre o nitrogénio total e o
nitrogénio solivel em pH 4,6, multiplicado por 6,38. A eficiéncia de pasteurizacdo foi
avaliada através dos testes de peroxidade e fosfatase. Apds a pasteurizacdo o leite deve

apresentar teste negativo para fosfatase e positivo para peroxidase.

4.1.3. Determinacao do tempo de coagulacao e da dosagem de coagulante

A determinacdo do tempo de coagulacio foi feita segundo metodologia descrita no
Anexo V da Instrucdo Normativa n° 68 (BRASIL, 2006), a qual estabelece que sejam
realizadas trés provas e que a média de pelo menos duas delas ndo apresente tempo de

coagulacao variando mais que 10 segundos entre si.

O ajuste do pH do leite controle (6,80 + 0,01) foi realizado através da adi¢do de
solucdo de 4cido lactico (10%) a 35°C. Em seguida o restante do lote foi submetido a
abaixamentos de pH (6,6 £ 0,01; 6,4 £ 0,01 e 6,2 £ 0,01) através do borbulhamento direto
de diéxido de carbono as amostras de leite a 35°C. O teste de coagulacdo foi realizado em
baldo volumétrico a partir de aliquotas de 100 ml amostras de leite submetidas aos
diferentes tratamentos. Todas as amostras foram avaliadas em triplicata e os resultados
avaliados e expressos conforme estabelecido na Instrucdo Normativa n° 68 (BRASIL,
2006). O tempo de coagulacdo foi considerado o tempo decorrido entre a adi¢ao da solucdo
de coagulante (1 ml de solugcdo coagulante) ao baldao volumétrico e a formagao dos

primeiros flocos de coalhada. Durante esse periodo o baldo foi submetido a agitagdo

constante e para o controle do tempo utilizou-se um crondmetro.
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A solucdo de coagulante foi preparada pela dissolu¢do de 1% de coagulante CHY-
MAX (Chr. Hansen, Dinamarca) em solucao salina 7% e mantida sob refrigeracdo (2+1°C)
até o momento do teste. A partir do tempo de coagulacdo, a dose de coagulante (g/100L) foi
calculada dividindo-se o tempo de coagulacdo médio para cada condi¢ao de pH por 240,
que representa o tempo de coagulacdo (40 minutos = 2400 segundo) a 35°C com ajuste para
100 litros de leite. A porcentagem de reducdo de coagulante para todos os pH estudados foi

calculada pela seguinte formula:

% RC =100=100 x( dose de coagulante num dado pH J

dose de coagulante num pH controle

4.1.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o Split-plot e o experimento completo foi
repetido trés vezes. A andlise estatistica foi realizada através do Statistica for Windows
(Versao 8.0; StatSoft Inc., 2007). O efeito da pré-acidificacdo do leite, através da adicdo de
CO;, (4 niveis de variacdo) sobre o tempo de coagulacdo foi avaliado por andlise de

variancia (ANOVA) e teste de médias de Tukey, com nivel de significancia de 5%.
4.2. Metodologia para avaliar o efeito da pré-acidificacio do leite com CO; e da
reducao da quantidade de coagulante sobre as caracteristicas do queijo Prato

O esquema geral de trabalho para avaliar o efeito da pré-acidificacao do leite com
CO, e da reducdo da quantidade de coagulante sobre as caracteristicas do queijo Prato €

apresentado na Figura 2.
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Leite pasteurizado

Y ¥

Leite pré-acidicificado Leite Controle
com CO, (pH 6,4)

l A 4
Fabricagéo do queijo Fabricacédo do ‘.' -
Prato com 35,84 % da queijo Prato com ,Avahagfao'
dose padrio de coalho dose padrio de Fisico-quimica

coalho

I Soro

v

Queijo Prato

A 4

A

Avaliacdo do rendimento dos processos, das caracteristicas fisico-
quimicas dos queijos e do desenvolvimento da maturacéo (prote6lise, e
perfil eletroforético), perfil de textura e caracteristicas funcionais

Figura 2. Esquema geral do trabalho para avaliar o efeito da pré-acidificacao do leite com
CO; e da redugdo da quantidade de coagulante sobre as caracteristicas do queijo

Prato.

4.2.1. Matéria prima

O leite cru resfriado utilizado no 2° objetivo foi obtido no Laticinio Ati latte (Itatiba
— SP), transportado em latdes até a planta piloto do laboratério de Leite e Derivados do
DTA/FEA/UNICAMP e mantido sob refrigeracdo (8 + 2°C) em camara-fria para posterior
andlise e processamento. O leite cru foi pasteurizado em trocador de calor a placas (72°C /
15 segundos), resfriado a 4 + 1°C, acondicionado e armazenado em camara-fria (4 £ 1°C)

até o dia seguinte para a fabricacao dos queijos.

4.2.2. Coadjuvantes tecnolégicos

e Corante de urucum 10% da Chr. Hansen na propor¢ao de 0,02% sobre a massa de

leite no tanque;

* Solucdo de cloreto de cdlcio 50% preparada com o reagente p.a. € adicionada na

proporcao de 0,04% sob a massa de leite;
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e Fermento lactico mesofilico liofilizado R-704 composto por Lactococcus lactis
subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris fornecido pela Chr Hansen e

adicionado na propor¢do de 1% sob a massa de leite;

e Coagulante microbiano em po, obtido pelo processo FPC por fermentacao de
microrganismo transgénico Aspergillus niger var. awamori, com nome comercial
CHY-MAX (NEVES-SOUZA, SILVA, 2005), fornecido pela Chr. Hansen, na
quantidade previamente determinada pelo teste de coagulacdo para o processo
controle e 34,95% desta dose para o processamento com redu¢cdo de coagulante.

Ambas as dosagens coagularam o leite em 45 minutos.

4.2.3. Fabricacao do queijo Prato

Os queijos foram fabricados pelo método tradicional, conforme descrito por Furtado
e Lourenco Neto (1994), em tanque tipo “Queijomat”, dotado de lira para agitacdo e
controle de agitacdo. O leite pasteurizado foi dividido em dois lotes, para a fabricacio de
dois queijos. O primeiro lote seguiu o processamento tradicional e o segundo foi adicionado

de diéxido de carbono até pH 6,4 antes do processamento.

Para fabricacdo dos queijos, o leite foi aquecido a 35°C através da injecdo de vapor
na camisa do tanque. Em seguida foram adicionados cloreto de célcio, corante urucum,
fermento lactico mesofilico e coagulante na quantidade previamente determinada para
coagular o leite em 45 minutos. Apds a coagulacdo, o gel foi cortado através de liras de ago
inox em cubos de 1 cm de aresta e seguida da 1° mexedura por 15 min sob agitacdo lenta.
Apo6s descanso de 5 minutos foi retirado 30% do volume total em soro. A agitacdo foi
reiniciada com a lenta adicdo de 20% de dgua (em relacdo ao volume inicial de leite) a
80°C, para a etapa de semi-cozimento da massa até a temperatura de 42°C, na propor¢ao de
1°C a cada 2 — 3 minutos. O ponto da massa foi obtido com 1 hora de agita¢do apds o inicio
do aquecimento. O soro foi drenado e a massa enformada em formas retangulares de 1 kg
que foram encaminhadas para a prensagem (20psi / 15 min, 40psi / 30 min e 50psi por 90

minutos). Os queijos seguiram para a etapa de fermentagao (5 horas) e salga em salmoura
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(5°C e 20% sal) por 24 horas. Ao final da salga, os queijos foram encaminhados a secagem

por 24 horas (12°C) e depois embalados a vdcuo e armazenados a 12°C para a maturagao.

4.2.4. Procedimento de amostragem e analises realizadas

O leite cru foi avaliado quanto ao pH, acidez tituldvel, extrato seco total através do
disco de Ackermman, densidade e gordura. O leite pasteurizado foi avaliado quanto ao pH,
acidez, extrato seco total, gordura, nitrogénio total, nitrogé€nio solivel em pH 4.6,
nitrogénio solivel em TCA 12%, cinzas e lactose. A eficiéncia da pasteurizagdo foi

avaliada através da atividade das enzimas lactoperoxidase e fosfatase alcalina.

A evolucdo do pH durante o processamento foi avaliada antes da adi¢do do
fermento, apds o corte, apds a primeira dessoragem, no momento da drenagem do soro, ao

final da prensagem, ao final da fermentac¢do e um dia apds a secagem.

O soro foi avaliado quanto a gordura, extrato seco total, nitrogénio total, nitrogénio

soluvel em pH 4,6, nitrogénio solivel em TCA 12%, lactose e cinzas.

Um dia ap6s o inicio da maturagdo, os queijos foram avaliados quanto a pH,
gordura, umidade, nitrogé€nio total, nitrogénio solivel em pH 4,6; nitrogénio solivel em
TCA 12%, lactose, cinzas e sal. As taxas de recuperacdo dos constituintes e o rendimento

de fabricacdo também foram calculados.

Para o acompanhamento da maturagdo, as amostras foram randomicamente
escolhidas e avaliadas quanto ao pH, protedlise (percentual do nitrogénio solivel em pH
4,6 sobre nitrogénio total e do nitrogénio solivel em TCA 12% sobre nitrogénio total),

perfil de textura e derretimento, apds 1, 5, 10, 15, 20, 25 e 40 dias de armazenamento.

O perfil eletroforético do queijo foi feito para o segundo processamento, onde as
amostras foram preparadas e congeladas apds 5, 15, 25 e 40 dias de maturagdo. Ao final da
maturacdo, as amostras foram descongeladas e preparadas para corrida no UREIA-PAGE

(ANDREWS, 1983)
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4.2.5. Determinaciao da recuperacao dos constituintes do leite e do rendimento dos

Processos

A recuperacdo dos constituintes do leite e o rendimento do processo de fabricacdo
foram calculados conforme descrito por Mazal et al. (2007). A porcentagem de recuperagao
(%R) dos constituintes foi calculada conforme equacgdo abaixo:

100 [mij [cij
rT‘lleite E:ileite

%R =

Onde:

i € o componente do queijo, j € a amostra (queijo ou soro) e m € a peso da amostra
(g), cij € a porcentagem de i na amostra j, myje € 0 peso do leite(g), ciie € a porcentagem

do componente i no leite.

O rendimento queijeiro ou real (Rea) € o rendimento ajustado, (Rgus) foram
calculados de acordo com as equacdes abaixo. Para o célculo de rendimento ajustado foi
considerado o teor de sal de 1,6% e umidade de 42%. O rendimento em base seca € a
relacdo entre os componentes de base seca do queijo e sobre os do leite.

_ 100 [ pesodo queijo(kg)
peso do leite(kg)

Reea

100 - (% umid real + % sal real )
100 - (% umid ajustada + % sal ajustada)

Rajustado = Rreal DOO[ﬁ

EST,

queijo

TRy onoa =100 —2500 :
(% seca
e see [EST,

eite leite
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4.2.6. Avaliacao das propriedades funcionais

4.2.6.1. Avaliacao do perfil de textura dos queijos

Para a avaliacdo da textura, cilindros de 2 cm de diametro e 2,4 cm de altura foram
retirados do queijo com o auxilio de uma sonda de aluminio, acondicionados em sacos
impermedveis e mantidos em banho de 4dgua a 10°C por no minimo 4 horas para
estabilizacdo da temperatura. A determinagdo do perfil de textura foi realizada em
texturometro TA-XT?2, com probe de aluminio e 35 mm de diametro. A velocidade do teste
foi de 100 mm. min" e com compressdo de 40% da altura inicial do cilindro de queijo, com
repeticio em 5 segundos. O teste foi feito em tentuplicada (FOX et al., 2000;
SZCZESNIAK, 2002).

4.2.6.2. Capacidade de Derretimento
A amostra foi cortada em discos de 36 mm de didmetro e submetida a 130 °C por 10
minutos, como descrito em Nonogaki, Monteiro, Gigante (2007). A porcentagem da

variacdo do didmetro do disco indica a capacidade de derretimento do queijo.

4.2.7. Delineamento experimental e analise estatistica

O efeito da dosagem de coagulante (dois niveis de variagdo) sobre as cifras de
transicdo dos constituintes do leite para o queijo, os rendimentos e a composi¢do dos
queijos foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA), ao nivel de 5% de

significancia, utilizado o Statistica for Windows (Versao 8.0; StatSoft Inc., 2007)

O efeito da dosagem de coagulante (dois niveis de variacdo), do tempo de
maturacdo (7 niveis de variagdo), bem como da interac@o destes fatores sobre a protedlise e
as caracteristicas funcionais foram avaliados por andlise de variancia (ANOVA) em
delineamento fatorial. Teste de Tukey foi utilizado para detectar diferencas entre as médias.
Regressao linear (Microsoft Excel 2003) foi utilizada para avaliar o efeito das interacdes
entre os tratamentos e o tempo de armazenamento sobre a protedlise a firmeza dos queijos.

Foi considerado o nivel de significancia de 5%.
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4.3. Metodologias para as determinacoes analiticas

4.3.1. Determinacoes fisico-quimicas do leite cru

Os testes realizados para o leite cru foram:

pH: Foi utilizado potencidmetro devidamente calibrado, com o eletrodo introduzido

diretamente na amostra.

Acidez tituldvel: Determinada através da titulacdo com hidréxido de s6dio N/9 e

solucdo indicadora fenolftaleina, de acordo com AOAC 947.05 (1995).

Densidade a 15°C: Determinada através do lactodensimetro, com correcdo de

temperatura para 15°C.

Gordura: Determinada pelo método de Gerber de acordo com British Standart

Institution (1989);

Extrato seco total (EST): Estimado através do Disco de Ackermman com base na

densidade e no teor de gordura do leite.

4.3.2. Determinacoes fisico-quimicas do leite pasteurizado e soros
pH: Foi determinado utilizando-se potencidometro calibrado e eletrodo introduzido

diretamente nas amostras de leite e soro.

Acidez tituldvel: Foi determinada através da titulagdo com hidréxido de s6dio N/9 e

solucdo indicadora fenolftaleina, de acordo com AOAC 947.05 (1995).

Extrato seco total (EST): Determinacao por secagem em estufa a 105°C de acordo

com AOAC 925.23 (1995).

Gordura: Foi determinada pelo método de Mojonnier, de acordo com AOAC

33.7.17 (1995).

Nitrogénio total (NT): Foi determinado através do método semi-micro- Kjeldahl, de

acordo com AOAC 991.20 (1995).
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Nitrogénio solivel em pH 4,6 (NNC): Foi determinado através do nitrogénio

soluivel do filtrados apds a precipitagdo em pH 4,6; pelo método macro-Kjeldahl, de

acordo com AOAC 33.2.18 (1995).

Nitrogénio solivel em TCA 12% (NNP): Foi determinado através do nitrogénio

solivel do filtrado, apds a precipitacdio com TCA 12%, pelo método micro-

Kjeldahl, de acordo com AOAC 33.2.12 (1995).

Proteina: Foi calculada da diferenca entre nitrogénio total e o nitrogénio solivel em

TCA 12%, multiplicado por 6,38.

Soro-proteina: Calculada pela diferenca entre o nitrogénio ndo caséico € o

nitrogénio ndo protéico, multiplicado pelo fator 6,38.

Caseina: Foi calculada da diferenca entre nitrogénio total e o nitrogénio solivel em

pH 4,6, multiplicado por 6,38.

Cinzas: Foi determinada por incineracdo em mufla a 550°C, de acordo com AOAC

935.42 (1995).
Lactose: Determinado segundo LANARA (1981)

Peroxidase: Foi avaliada segundo metodologia descrita no LANARA (1981),
baseada no potencial da enzima, se ainda em atividade, hidrolisar o peréxido de
hidrogénio e liberar oxigénio nascente. Este reage com o guaiacol formando

composto corado.

Fosfatase: Foi avaliada segundo metodologia descrita na AOAC 33.2.50 (1995),
baseado no potencial da enzima, se ainda em atividade, hidrolisar os ésteres
fosféricos, com liberacdo de fenol. Este condensa com a 2.6 dibromo ou 2.6
dicloroquinona cloroimida gerando um indofenol que em meio alcalino apresenta

coloracdo azul.

4.3.3. Determinacoes fisico-quimicas do queijo
pH: Utilizou-se potencidmetro calibrado e eletrodo introduzido diretamente nas

amostras de leite, soro e queijo.
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Umidade: Determinagdo por secagem em estufa a 105°C de acordo com AOAC
925.23 (1995). O teor de umidade do queijo foi calculado pela formula: Umidade =
100-EST.

Gordura: Foi determinada pelo método de Mojonnier, de acordo com AOAC

33.7.17 (1995).

Gordura no extrato seco (GES): Indica o percentual de gordura no extrato seco do

queijo, calculado pela formula GES = 100 x Gordura / (100 — Umidade)

Nitrogénio total (NT): Foi determinado através do método macro-Kjeldahl, de

acordo com AOAC 920.123 (1995) utilizado o fator de conversao 6,38.

Nitrogénio solivel em pH 4,6 (NNC): Determinado através do nitrogénio soltivel do

sobrenadante apds a precipitacdo no ponto isoelétrico, pelo método macro-Kjeldahl,

de acordo com AOAC 920.123 (1995).

Nitrogénio solivel em TCA 12% (NNP): Determinado através do nitrogénio soltvel

no sobrenadante apds a precipitacio com TCA 12%, pelo método macro-Kjeldahl,

de acordo com AOAC 991.21 (1995).

Proteina: Calculada da diferenca entre nitrogénio total e o nitrogénio solivel em

TCA 12%, multiplicado por 6,38.

Caseina: Calculada pela diferenca entre nitrogénio total e o nitrogénio solivel em

pH 4,6, multiplicado por 6,38.

Protedlise: foi expresso pelo percentual do nitrogé€nio solivel em pH 4,6 em relacao
ao nitrogénio total e também pelo percentual do nitrogé€nio solivel em TCA 12%

em relacdo ao nitrogénio total.

Cinzas: Foi determinada por incineracdo em mufla a 550°C, de acordo com AOAC

935.42 (1995).
Sal: Foi determinado pelo método Volhard (RICHARDSON,1985).

Perfil eletroforético: Amostras de queijo foram digeridas em solugdo tampao e [3-

mercaptanol e em seguidas congeladas em tubo Eppendorf até o momento da

andlise. As amostras foram analisadas em gel polimerizado de Uréia de acordo com
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o método de Andrews (1983), com 4% e 12,5% de poliacrilamida no gel de
cobertura e de corrida respectivamente. A separacdo das bandas ocorreu na
voltagem constante de 90V por 15 minutos e depois a 120V até a linha da banda
chegar ao final do gel. As bandas foram reveladas por imersdo do gel em Brilliant

Blue Coloidal.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito da pré-acidificacdo com CQO, sobre o tempo de coagulacao do leite

A composig¢ao fisico-quimica do leite cru e pasteurizado utilizado na primeira etapa do

trabalho € apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Médias das determinagdes fisico-quimicas do leite cru e pasteurizado.

Leite padronizado e

Propriedades Leite cru pasteurizado
pH 6,82 £ 0,01 6,89 £ 0,01
Acidez (° D) 13,7+£0,2 14,6 £0,3
Densidade a 15°C (g - L™ 1030,1 1028,2
Extrato seco total (%) 10,4 12,07 £ 0,02
Gordura (%) 2,2+0,1 3,66 £ 0,01
Proteina (%) - 3,25 £0,05
Caseina (%) - 2,67 +£0,04
Cinzas (%) - 0,741 + 0,003
Lactose (%) - 4,25+ 0,01
Fosfatase alcalina - Negativa
Peroxidase - Positiva

Segundo a Instrucdo Normativa n°® 51 (BRASIL, 2002) o teor de gordura do leite
cru refrigerado integral deve ser de no minimo 3,0g - IOOg'l. Como o teor de gordura do
leite cru utilizado neste processamento encontrava-se abaixo deste valor (2,2%), o leite foi
padronizado para 3,5% de gordura por meio da adicao de creme de leite a 37% de gordura.
Como a gordura é¢ um constituinte de matéria seca de baixo peso especifico em relacio aos
demais, a padronizagdo levou a um aumento no extrato seco e reducdo da densidade do leite

pasteurizado (SHERBON, 1999).
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A composicdo centesimal para o leite pasteurizado atende as exigéncias
estabelecidas pela Instrucio Normativa n° 51 (BRASIL 2002). O leite pasteurizado
apresentou uma pequena elevacdo do pH que, possivelmente, pode ser atribuida a
desgaseificacdo que ocorreu durante a padronizacdo do teor de gordura, onde o leite
permaneceu a temperatura de 45°C sob agitagdo para a incorporacdo do creme de leite,

causando a retirada de CO, in natura do leite.

A Tabela 2 apresenta o e feito dos processamentos (3 lotes), dos tratamentos (quatro

niveis de pH) bem como da interagao desses fatores sobre o tempo de coagulacio do leite.

Tabela 2. Efeito dos processamentos, dos tratamentos (leite controle pH 6,8 e pré-
acidificado até pH 6,6, 6,4 e 6,2) assim como da interagdo entre eles sobre o
tempo de coagulacdo do leite.

Fatores GL QM p
Processamentos 2 12,5 0,7273
Tratamentos 3 246594,2 <0,0001
Processo * Tratamentos 6 92,1 0,0582
Erro total 32 44,8601

GL (Graus de Liberdade); QM (Quadrado Médio); p (Probabilidade de significdncia em p < 0,05)

Observa-se na Tabela 2 que os tratamentos afetaram significativamente o tempo de
coagulacdo do leite, enquanto os processamentos, bem como a intera¢do entre eles e os
tratamentos ndo afetaram o tempo de coagulacdo do leite. Considerando-se que os
processamentos ndo apresentaram diferencas significativas, eles podem ser agrupados e
avaliados como um tnico processamento, equivalente a um delineamento inteiramente
casualizado, possibilitando uma melhor avaliacdo do efeito da pré-acidificacao do leite
através da adicdo de CO; no tempo de coagulacdo. A Figura 3 apresenta o efeito do pH

sobre o tempo de coagulagdo do leite pré-acidificado através da adicao de COs.
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Figura 3. Efeito do pH sobre o tempo de coagulacdo do leite pré-acidificado através da

adicao de CO,.

A Tabela 3 apresenta a dose de coagulante para cada pH e porcentagem de reducao
de coagulante em relagdo ao pH do leite controle. Os resultados convertidos de tempo de
coagulacdo para a dosagem de coagulante para coagulacdo de 100L de leite em 40 minutos
estdo descritos na Tabela 3. A porcentagem de reducdo de coagulante (% RC), equivale ao
percentual necessario de reducdo da dosagem de coagulante para coagular o leite no mesmo
tempo que o pH padrdo de 6,8. Observa-se na Tabela 3 que o abaixamento do pH foi
acompanhado da reducdo da dose de coagulante necessdria para coagulacdo do leite,
mantidas as mesmas condi¢des de temperatura e tempo de coagulagao (35°C e 40 minutos),
viabilizando, no mais baixo pH (6,2), a reducdo de aproximadamente 74% na dose de
coagulante em relacdo ao leite controle. O efeito do pH sobre o tempo de coagulacio deve-
se, possivelmente, a0 aumento da atividade coagulante com a aproximac¢do do pH 6timo da

quimosina, que € de 3,5 (FOLTMANN, 1993).
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Tabela 3. Dose de coagulante para cada pH e reducdo da porcentagem de coagulante em
relacdo ao pH controle.

pH Dose de coagulante (g/100L) % RC*

6.8 2,06 0,00
6,6 1,39 32,65
6,4 0,72 65,04
6,2 0,54 73,93

* Porcentagem de redug@o de coagulante

Em estudos realizados por Metzger et al. (2001a), que trabalharam com pré-
acidificacdo de leite com acido citrico e acético até pH de 5,8 para fabricacdo de mussarela
com baixo teor de lipidios, mostraram uma reducao de 50% do tempo de coagulacdo frente
a um controle nio acidificado para a coagulagcdo. Estudos de Calvo, Montilla e Olano

(1993) demonstraram também efeito semelhante, utilizando o CO, como acidificante.

Trabalhos de Montilla, Calvo e Olano (1995) com adi¢ao de CO; até pH de 6,0 para
a coagulacdo de leite, foi determinada uma reducdo de 75% no coalho para as mesma
condi¢des de coagulacdo em relagdo a um queijo controle. J& McCarney, Mullan e Rowe
(1995) reduziram o coalho em 50% para fabricacdo de queijo Cheddar fabricado com leite
adicionado de CO,, enquanto St-Gelais, Champagne e Bélanger (1997) reduziram a

dosagem de coalho em apenas 30% em queijo Cheddar nas mesmas condi¢des.

Para a continuacdo desse trabalho, onde se pretende avaliar o efeito da pré-
acidificacdo do leite com CO, e da reducdo da quantidade de coagulante sobre as
caracteristicas do queijo Prato, escolheu-se a condicdo de pH 6,4 e reducdo de 65% na
dosagem do coagulante. Essa condi¢do possibilitou uma reducdo significativa do
coagulante utilizado no queijo, quando comparado ao queijo controle, sem promover um
excessivo abaixamento do pH, o que evita a desmineralizacdo e conseqiientemente o

prejuizo nos atributos de qualidade funcionais do queijo (FOX, 1993).
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5.2 Processamento e maturaciao do queijo Prato

5.2.1 Composicao fisico-quimica do leite cru e pasteurizado.
A Tabela 4 apresenta a composic¢ao fisico-quimica média do leite cru e pasteurizado

utilizado nos processamentos.

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru e pasteurizado (n=3).

Constituintes Leite cru Leite pasteurizado
pH 6,86 £ 0,03 6,72 £ 0,04
Acidez (°D) 15,4 +£0,5 15,66 + 0,04

Densidade 15°C (g- L) 1031,1 £0,9 -

Extrato seco total (%) 12,0 +£0,2 11,9 +0,2
Gordura (%) 3,3+0,1 3,33 £0,09
Proteina verdadeira (%) - 2,82 +0,04
Caseina (%) - 2,38 £0,03
Cinzas (%) - 0,67 +0,03
Lactose (%) - 5,0+0,2
Fosfatase alcalina - positiva
Peroxidase - negativa

Observa-se na Tabela 4 que o leite cru e pasteurizado atendem aos padrdes exigidos
pela IN 51 (BRASIL, 2002) quanto aos pardmetros fisico-quimicos. Além disso, segundo
Furtado e Lourenco Neto (1994), apresentam teores de gordura e proteina apropriados para

a fabricagao do queijo Prato.

5.2.2 Efeito dos tratamentos sobre os parametros de processo e as caracteristicas do

queijo Prato e do soro.

A Tabela 5 apresenta o efeito dos tratamentos, do tempo de processamento, bem

como da interacdo desses fatores sobre o comportamento do pH durante a fabricagdo do
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queijo Prato. Observa-se na Tabela 5 que o pH foi significativamente afetado pelos

tratamentos e pelas etapas do processo, e nao afetado pela interacao desses fatores.

Tabela 5. Efeito dos tratamentos, das etapas do processo, bem como da interacdo desses
fatores sobre o comportamento do pH durante a fabricacdo do queijo Prato.

(n=3).
Fator GL oM P
Tratamentos* 1 0,204 <0,01
Tempo de processamento** 6 2,594 <0,01
Tratamento x Tempo de processamento 6 0,014 0,3280
Erro 28 0,011

GL (Graus de Liberdade); QM (Quadrado Médio); p (Probabilidade de significdncia em p < 0,05)

* tratamentos representam o queijo controle e o queijo obtido a partir de leite pré-acidificacio (CO,) a pH 6,4,
seguido da reducdo de 65% de coagulante.

** contempla o comportamento do pH da matéria prima e da massa ja coagulada, durante as etapas de corte,
delactosagem, enformagem, final da prensagem, final da fermentacdo, 24 h apds-fabricacao.

Como era de se esperar, o pH durante o processo de fabricacdo do queijo controle
foi significativamente maior (6,05) do que o pH durante a fabricacdo do queijo fabricado a
partir de leite pré-acidificado (CO,) com redugdo de 65% de coagulante, cujo pH foi, em

média, 5,91.

As Figuras 4 e 5 apresentam o comportamento do pH durante o processo de
fabricacdo do queijo Prato e a comparagdao do pH dos dois tratamentos em cada etapa do
processo de fabricacdo, respectivamente. Observa-se na Figura 4 que o pH diminuiu
durante o processo para ambos os tratamentos, € ndo apresentou variagao significativa até o
momento da enformagem. A partir deste ponto, o pH apresentou queda significativa até o
final da fermentacdo. Quando se compara o pH dos queijos obtidos pelos diferentes
tratamentos em cada etapa da fabricacdo (Figura 5) observa-se que a partir da etapa de
delactosagem nao hd mais diferenca significativa de pH entre os dois tratamentos. A
diferenca do pH observada no inicio do processo era esperada e deveu-se a pré-acidificagdao

do leite através da adi¢do de CO..
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Figura 4. Comportamento do pH durante o processo de fabricagdo do queijo Prato. Letras
mindsculas iguais ndo se diferenciam estatisticamente (p < 0,05) para o
tratamento controle, assim como letras maidsculas iguais ndo se diferenciam
estatisticamente (p < 0,05) para o tratamento com teor de coagulante reduzido

em 65%.

Observa-se na Figura 4 que do inicio da fabricacdo até a etapa de enformagem
houve uma queda de 0,25 e 0,05 unidades de pH para o queijo controle e para o fabricado a
partir de leite pré-acidificado (CO;) com reducdo de 65% do coagulante, respectivamente.
Este comportamento sugere uma inibicao da produgao de 4cido por parte da cultura lactica
no leite adicionado de CO,, uma vez que a cultura lactea foi adicionada nos dois
tratamentos. No entanto, nas etapas subseqiientes, entre a enformagem e o final da
fermentacdo, observou-se uma reducdo semelhante do pH, que variou de 1,29 e 1,23

unidades para os queijos controle e obtido a partir de leite pré-acidificado, respectivamente.
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Figura 5. Comportamento do pH entre as etapas do processo de fabrica¢do do queijo Prato.
Letras iguais para uma mesma etapa do processo nao se diferenciam entre si (p <

0,05).

Esses dados sugerem que a presenga do CO, reduziu inicialmente a atividade da
cultura lactica, conforme foi também observado por Calvo, Montilla e Olano (1993) que
avaliaram fermentacdo do leite por cultura tipo “O”, como a utilizada neste trabalho. Por
outro lado, conforme observado por outros autores (CHAMPAGNE; ST-GELAIS;
CANDOLLE, 1998; RUAS-MADIEDO et al., 1998; MONTILLA; CALVO; OLANO,
1995), apés uma fase inicial de adaptacdo, as bactérias lacticas demonstraram capacidade
de producado de acido lactico semelhante, conforme demonstrado pela reducdo do pH em
1,29 e 1,23 unidades, para os queijos controle e obtido a partir de leite pré-acidificado (com

CO,), respectivamente, entre as etapas de enformagem e o final da fermentacao.

No que diz respeito a comparagdo do pH em cada etapa do processo (Figura 5)
verifica-se que as diferencas de pH apresentadas nas etapas iniciais desapareceram a partir
da delactosagem, a qual foi efetuada 70 minutos apds o inicio da fabricagdo. A partir deste

ponto ndo se observou diferenca significativa de pH entre os tratamentos até o final do
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processo de fabricagdo dos produtos e 24 horas apds a fabricacdo (Figura 5).

Comportamento semelhante foi observado por St-Gelais, Champagne e Bélanger (1997)

para a fabricacdo de queijo Cheddar. Esses autores iniciaram o processo de fabricacdo com

leite controle (pH 6,67) e com leite pré-acidificado através da adi¢do de CO, (pH 6,55) e

apds 65 minutos, na etapa de corte da massa, ndo observaram diferenca significativa de pH

entre os tratamentos, que foram 6,48 e 6,50 para os queijos controle e obtidos a partir de

leite pré-acidificado (CO,), respectivamente.

No que diz respeito a recuperagdo dos constituintes do leite observa-se na Figura 6

que os tratamentos ndo afetaram significativamente a recuperacdo de proteinas, caseina,

gordura e cinzas do leite para os queijos e 0s soros controle e obtido a partir de leite pré-

acidificado (CO,) com redugdo de 65% de coagulante.
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Figura 6. Efeito dos tratamentos na recuperacdo dos constituintes no queijo € no soro.

Letras maitsculas e mindsculas iguais ndo diferem significativamente (p<0,05)

para um mesmo constituinte do soro e queijo, respectivamente. Tratamentos:

queijo controle (QC) e queijo com teor de coagulante reduzido apds pré-

acidificacao do leite com CO, a pH 6,4 (QDRC).
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A recuperacdo de proteinas, gordura e cinzas deste trabalho sdo menores que as
médias indicadas por Furtado e Wolfschoon Pombo (1979) para queijo Prato, que é de
80,39% para proteina, 83,80% para gordura e 36,81% para cinzas. No entanto, esses
autores avaliaram a recuperacdo dos constituintes antes da salga do produto, e desta forma
desconsideraram as perdas decorrentes dessa etapa do processo. Valores semelhantes para
recuperacdo de proteina e gordura foram observados por Mazal et al. (2007), que
encontraram 73% e 78% de recuperacao de proteina e gordura do leite para o queijo Prato,

respectivamente.

Assim como neste trabalho, a recuperacdo de proteinas ndo foi significativamente
afetada pela pré-acidificacdo do leite com CO, quando da fabricacdo de queijo Cheddar
(ST-GELAIS; CHAMPAGNE; BELANGER, 1997; NELSON; LYNCH; BARBANO,
2004a). Entretanto, McCarney, Mullan e Rowe (1995) observaram diferenca significativa
na recuperacdo de caseina, o que também ndo foi observado neste trabalho (Figura 6).
Segundo os autores a maior recuperacdo de caseina (88,8%) na fabricacdo de queijo
Cheddar quando o leite cru foi previamente tratado com CO,, quando comparado a leite
controle (86,6%), deveu-se a melhor qualidade microbiolégica do leite tratado,
especialmente devido a inibicdo do desenvolvimento de microrganismos psicrotréficos.
Cabe ressaltar que no nosso trabalho o CO, foi adicionado ao leite pasteurizado, agindo
como um coadjuvante tecnolégico e nao com a finalidade de preservar a qualidade

microbioldgica do leite cru.

Observa-se na figura 6 que os tratamentos ndo afetaram significativamente a
recuperagdo de gordura que foi de 80 e 79,4% para os queijos controle e fabricado a partir
de leite pré-acidificado (CO;) com reducdo de 65% do coagulante, respectivamente. Na
literatura, os dados de recuperacdo de gordura do leite para o queijo sao conflitantes. Na
fabricagdo do queijo Cheddar a partir de leite adicionado de CO,, McCarney, Mullan e
Rowe (1995) ndo observaram diferenca significativa na recuperacao de gordura, enquanto
St-Gelais, Champagne e Bélanger (1997) e Nelson, Lynch e Barbano (2004a) observaram
maior ¢ menor recuperacdo de gordura para o queijo Cheddar tratado com CO,,

respectivamente.
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Segundo St-Gelais, Champagne e Bélanger (1997), que pré-acidificaram o leite e
reduziram em 30% a dose de coalho, a maior recuperacao de gordura no queijo adicionado
de CO, foi resultado da melhor formag¢do da rede protéica devido ao menor pH no
momento da coagulacdo. Por outro lado, Nelson, Lynch e Barbano (2004a), que pré-
acidificaram o leite e ndo reduziram a dosagem de coagulante, consideraram que a maior
recuperagdo de gordura para o queijo controle deveu-se ao menor pH do leite tratado com
CO; (5,9). Segundo esses autores, o pH mais préoximo do pH 6timo de atuagdo da
quimosina possivelmente favoreceu uma protedlise ndo especifica da caseina, diminuindo a
habilidade da rede protéica de reter a gordura. Quando se compara condi¢cdes de
processamento deste trabalho as utilizadas por Nelson, Lynch e Barbano (2004a), € possivel
especular que no mais alto pH (6,4 neste trabalho comparado 5,9 no estudo citado) nao se
aproximou suficientemente do pH 6timo de atuagdo da quimosina para favorecer a hidrélise
nao especifica da caseina, a qual foi supostamente responsdvel pela maior perda de gordura
observada pelos autores para o queijo adicionado de CO,. Por outro lado a menor
quantidade de coagulante utilizada (reducdo de 65% em relacdo aos 30% de St-Gelais,
Champagne e Bélanger, 1997) pode nio ter sido suficiente para favorecer a formagao de

rede protéica com maior capacidade de retencdo de gordura, a despeito da reducao do pH.

Em consonancia com os dados de recuperacdo dos constituintes do leite para o
queijo, observa-se na Tabela 6 que os tratamentos ndo afetaram significativamente o

rendimento dos processos.

Tabela 6. Efeito dos tratamentos sobre o rendimento dos processos de fabricacao.

Queijo obtido a partir de leite
Queijo Controle pré-acidificado (CO;) apH 6,4 e pretsk
redugdo de coagulante em 65%

Rend. Queijeiro * 9,5+0,2 9,3+0,1 0,219806
Rend. Ajustado ** 9,3+0,3 9,26 £ 0,09 0,919231
Rend. base seca (%) 45,5+0,9 454 +0,3 0,812288

*  Expresso em: kg queijo/100 kg de leite
**  Expresso em: kg queijo/100 kg de leite e ajustado para 42% umidade e 1,6% sal .
**%* p (Probabilidade de significincia em p < 0,05)
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Assim como neste trabalho, St-Gelais, Champagne e Bélange (1997) nao
observaram diferenca de rendimento de fabricacdo de queijo Cheddar a partir de leite
controle e pré-acidificado com CO,. Por outro lado, diferente deste trabalho, Nelson, Lynch
e Barbano (2004a) obtiveram menor rendimento ajustado para os queijos fabricados a partir
de leite pré-acidificado com CO,, que foi de 8,26 kg de queijo/100 kg de leite pré-
acidificado comparado a 9,29 kg de queijo/100 kg de leite controle.

Observa-se na Tabela 6 que o rendimento queijeiro médio (9,4 kg de queijo para
100 kg de leite) foi menor que o rendimento considerado médio para queijo Prato por
Furtado e Lourengo Neto (1994), que gira em torno de 10,5 a 11,2 kg de queijo para 100 kg
de leite. Por outro lado o rendimento ajustado foi igual ao observado por Mazal et al.

(2007) para os mesmos ajustes de umidade (42%) e sal (1,6%).

As Tabelas 7 e 8 apresentam o efeito dos tratamentos sobre a composi¢ao fisico-

quimica do queijo Prato e do soro, respectivamente.

Tabela 7. Composi¢ao fisico-quimica do queijo e efeito dos tratamentos sobre a
composi¢do dos queijos (p < 0,05).

Queijo obtido a partir de leite
pré-acidificado (CO,) a pH 6,4

Constituinte (% ueijo controle ~
(%) Queij e reducdo de coagulante em

65%
Umidade 43 +1 42,2+09 0,002934
Gordura 28,0+ 0,4 28,3+0,3 0,376046
GES* 49+ 1 49 +1 0,815410
Proteina bruta 24,1+0,3 242+0,5 0,766715
Proteina 23,5+£0,2 23,6 £0,3 0,850223
Caseina 22,8+0,9 23,1+0,9 0,763839
Cinzas 4,0+0,3 39+0,3 0,635186
Sal 1,89 = 0,08 1,9+0,1 0,754557
pH 5,10 £ 0,05 5,07 £0,04 0,470863

* Gordura no extrato seco; p (Probabilidade de significancia)

38



Tabela 8. Composicdo fisico-quimica do soro e valor p (p<0,05) para diferencas
significativas entre os tratamentos.

Queijo obtido a partir de leite

Constituinte (%) Queijo pré—acidificado (COy)apH 6,4
Controle e reducdo de coagulante em
65%
EST * 6,0 +0,1 5,98 £0,01 0,849184
Gordura 0,52 £ 0,04 0,52 £ 0,08 0,878226
Proteina verdadeira 0,62 + 0,06 0,6 +0,1 0,726688
Caseina 0,21 £ 0,04 0,16 £ 0,06 0,270571
Soro-proteina 0,41 +0,09 0,4 +0,1 0,834161
Lactose 4,6 +0,2 45+0,1 0,705272
Cinzas 0,40 £ 0,03 0,39 £ 0,07 0,871104
pH 6,47 + 0,08 6,49 + 0,08 0,576274

* Extrato Seco Total; p (Probabilidade de significancia)

Observa-se na Tabela 7 que os queijos obtidos por ambos os processamentos
atenderam aos parametros exigidos pela legislacio (BRASIL, 1997) que regulamenta a
identidade e qualidade do queijo Prato, que € classificado como um queijo gordo (45-59,9%
de gordura no extrato seco) e de média umidade (36-45,9%). Além disso, os queijos
apresentaram entre 42 - 44% de umidade, 26 - 29% de gordura e 1,6 - 1,9% de sal, que é
considerada a composicao tipica para o queijo Prato segundo Furtado e Lourengo-Neto,
(1994). Outros autores fabricaram queijo Prato com composi¢do semelhante, exceto pelo
teor de sal mais baixo, que foi de 1,59 %, 1,4% e 0,97% em queijos obtidos por Mazal, et.
al. (2007), Nonogaki, Monteiro e Gigante (2007) e Cichoscki et al (2002), respectivamente.

Os tratamentos afetaram o teor de umidade dos queijos, que foi significativamente
menor para o queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO,) com reducdo de 65% do
coagulante. Os demais constituintes nao foram significativamente afetados pelos diferentes
tratamentos. Observa-se na Tabela 8 que os constituintes do soro ndo foram

significativamente afetados pelos tratamentos.
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Considerando que o protocolo de processamento (ponto de corte, tamanho dos
graos, agitacdo e temperatura) foi o0 mesmo para ambos os tratamentos, a menor umidade
do queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO,) com redugao de 65% do coagulante
deveu-se, possivelmente, ao menor pH durante o processo de fabricacdo (Tabela 5). O
menor pH favorece as intera¢des protéicas do codgulo e promove maior contragdo da malha
protéica favorecendo a expulsdo de soro (FOX, 1993), o que resultou na diferenca de
umidade dos queijos. Diferente do observado neste trabalho, a pré-acidificag¢ao do leite com
CO; nao afetou significativamente a umidade do queijo Cheddar. St-Gelais, Champagne e
Bélanger (1997) fabricaram o queijo a partir de leite controle (pH 6,67) e pré-acidificado
até pH 6,55 e obtiveram queijos com 36,21 e 35,84% de umidade, respectivamente;
enquanto Nelson, Lynch e Barbano (2004a) partiram de leite com pH 6,65 (controle) e 5,90
(pré-acidificado) e obtiveram queijos com 36,84 e 37,67%, respectivamente. Assim como
neste trabalho, St-Gelais, Champagne e Bélanger (1997), que produziram queijo Cheddar a
partir de leite pré-acidificacdo com CO; seguido da reducdo de 30% no teor de coalho,
também nado observaram diferenca significativa nos teores de gordura, proteinas, cinzas e
sal, entretanto obtiveram menor tempo de cheddarizagdo a partir da pré-acidificacdo do

leite.

A diferenca do pH durante a fabricacdo dos queijos (Tabela 5) ndo implicou, como
era de se esperar em diferenca no teor de cinzas dos queijos. No entanto, o teor de cinzas
contempla além da fragdo dos minerais provenientes do leite, o sal presente no queijo.
Neste trabalho nao foi possivel avaliar o teor de cdlcio, porém diferencas no pH durante o
processo de fabricagdo de queijos estd associada a maior desmineraliza¢do do codgulo e a
obtencdo de produtos com menores teores de cdlcio (NELSON; LYNCH; BARBANO,
2004a; CREAMER; LAWRENCE; GILLES, 1985; METZGER et al., 2001a).

Quanto ao pH do soro, a Tabela 8 mostra que ndo ha diferencas significativas entre
os tratamentos (p < 0,05). O valor médio do soro controle foi de 6,47 enquanto o soro
obtido a partir de leite pré-acidificado com CO, foi de 6,49. A ndo diferenciacdo dos pH's
permite o posterior aproveitamento do soro como matéria-prima para outros processos,

como a fabricag@o de bebidas lacteas, separacdo de soro-proteinas e lactose.
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5.2.3. Efeito dos tratamentos e do tempo sobre as caracteristicas de maturaciao do

queijo Prato.

A Tabela 9 apresenta o efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento (n = 7),
assim como da interagdo desses dois fatores sobre o comportamento da umidade, pH, e
protedlise dos queijos, expressa como nitrogénio soltivel em pH 4,6 (% do NT) e nitrogénio

solivel em TCA 12% (% do NT).

Tabela 9. Resumo da andlise de variancia (ANOVA). Efeito do tratamento, tempo e da
interacdo tratamento x tempo sobre umidade, pH, % do nitrogénio solivel em
pH 4,6 (%NT) e % do nitrogénio solivel em TCA 12% (%NT).

Valores de p

Fator de Variacilo GL Umidade pH NS-pH 4,6 (%NT) NS-TCA 12% (%NT)

Tratamento* 1 <0,0001  0,0042 <0,0001 <0,0001
Tempo 6 0,1361  <0,0001 <0,0001 <0,0001
TratamentoxTempo 6 0,8838 0,9001 <0,0001 <0,0001

* tratamentos representam o queijo controle e o queijo obtido a partir de leite pré-acidifica¢do (CO,) a pH 6,4,

seguido da reducdo de coagulante em 65%.

Observa-se na Tabela 9 que os tratamentos afetaram a umidade dos queijos e foi, em
média, 43,0% para o Queijo Controle e 42,2% para o queijo obtido a partir de leite pré-
acidificado (CO;) com redugdo de 65% do coagulante. O tempo de armazenamento, assim
como a sua interacdo com o tratamento ndo afetaram a umidade dos queijos. A manutencao
da umidade era esperada uma vez que a maturacdo do queijo ocorreu dentro de embalagens

plasticas a vacuo, as quais limitam a perda de umidade para o ambiente.

Os tratamentos e o tempo de armazenamento afetaram significativamente o pH dos
queijos, entretanto, a interagdo entre os tratamentos e o tempo de armazenamento nio foi
significativa (Tabela 9). O queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO;) com redugdo
de 65% do coagulante apresentou menor pH médio (5,10) do que o queijo controle (5,12).

Valores médios de pH foram semelhantes ao encontrados por Vianna et al. (2008) que foi
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de 5,17 e menores que os observados por Mazal et al. (2007) onde o pH médio foi de 5,35.
O pH aumentou ligeiramente ao longo do tempo (Figura 7) e diferiu significativamente
entre o pH final (5,14 unidades de pH) até os pH's iniciais (tempo 1, 5, 10 e 15). O aumento
do pH do queijo Prato no decorrer da maturagdo foi também observado por GUTIERREZ et
al. (2004) e deve-se a liberacdo de compostos alcalinos resultantes da degradacdo protéica
(FOX, 1993), apesar do efeito nem sempre ser significativo, como descrito por Spadoti €t

al. (2003a) e Spadoti, Dornellas e Roig (2005).
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Figura 7. Efeito do tempo de armazenamento sobre o pH dos queijos. Valores seguidos de

letras iguais ndo se diferenciam significativamente (p < 0,05).

Observa-se na Tabela 9 que os tratamentos, o tempo de maturacdo, bem como a
interacdo desses fatores, afetaram significativamente a protedlise dos queijos, expressa pelo
NS-pH 4,6 (%NT) e NS-TCA 12% (%NT). Os queijos controles e obtido a partir de leite
pré-acidificado (CO,) com reducao de 65% do coagulante apresentaram, em média, 8,09 e
6,98% de NS pH 4,6 (%NT) e 3,39 e 3,15% de NS-TCA 12% (%NT), respectivamente.

Além disso, a protedlise aumentou significativamente ao longo do tempo. Entretanto,
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considerando que a interacdo entre dois fatores foi significativa, pode-se afirmar que o

comportamento da protedlise foi diferente para os dois tratamentos ao longo do tempo.

As Figuras 8 e 9 apresentam o comportamento do NS-pH 4,6 (%NT) e
NS-TCA 12% (%NT) para os dois tratamentos durante a maturacdo dos queijos. O
NS-pH 4,6 variou de 4,08% a 11,75% entre o primeiro e o 40° dia de maturacdo para o
queijo controle e de 3,56% a 10,23% no mesmo periodo para o queijo obtido a partir de
leite pré-acidificado (CO,) com redugdo de 65% do coagulante. O NS-TCA 12% variou do
primeiro ao 40° dia de maturacdo de 1,47 a 5,37% para o queijo controle e de 1,33 a 4,68%
para o queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO;) com reducdo de 65% do

coagulante.

NS- pH 4,6 (% NT)

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo de Armazenamento (dias)

—@— Queijo Controle
—l— queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO2) a pH 6,4 com reducéo de coagulante em 65%

Figura 8. Efeito dos tratamentos e do tempo de armazenamento sobre o NS-pH 4,6 (%NT).
Letras iguais ndao se diferenciam significativamente (p < 0,05) num mesmo

tratamento.
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NS-TCA 12% (%NT)
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—l—queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO2) a pH 6,4 com redugdo de coagulante em 65%

Figura 9. Efeito dos tratamentos e do tempo de armazenamento sobre o
NS-TCA 12% (%NT). Letras iguais ndo se diferenciam significativamente

(p <0,05) num mesmo tratamento.

Considerando a semelhanca dos comportamentos do NS-pH 4,6 (%NT) e
NS-TCA 12% (%NT) para ambos os tratamentos ao longo do tempo (Figuras 8 € 9) e o fato
da interacdo entre os tratamentos € o tempo de armazenamento ter afetado
significativamente o comportamento da protedlise, recorreu-se a avaliacao do tipo de
cinética de reacdo de formagdo dos compostos avaliados para expressar a interagao.
Inicialmente avaliou-se a ordem da reacdo de formacdo de NS-pH 4,6 (%NT) e
NS-TCA 12% (%NT). Foram testadas reagdes de ordem 0, 1/2, 1, 3/2, 2 e Michaelis-
Menten e os gréficos sao apresentados no Anexo I. A avaliacdo dos dados indicou que
ambos os compostos foram melhor ajustados (maior 1) para o modelo de ordem zero. Para
NS-pH 4,6 (%NT), > = 0,9039 para queijo controle e r* = 0,9224 para queijo obtido a partir
de leite pré-acidificado (CO,;) com reducdo de 65% de coagulante. Para
NS-TCA 12% (%NT), r* = 0,9512 para queijo controle e r* = 0,9072 para queijo obtido
com redugdo de 65% de coagulante. No modelo de ordem zero a velocidade de formacgao de

NS-pH 4,6 (%NT) e NS-TCA 12% (%NT) ndo depende da concentracdo dos mesmos.
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Desta forma, através de regressao linear pode-se avaliar a velocidade de formacdo dos
compostos através da inclinacio da reta obtida. Com base nesses dados, as Figuras 10 e 11
apresentam a regressao linear do efeito do tempo de armazenamento sobre formacdo de
NS-pH 4,6 (%NT) e NS-TCA12% (%NT) para os queijos controle e o obtido a partir de
leite pré-acidificado (CO;) com redugdo de 65% do coagulante, respectivamente. O Anexo
IT apresenta os resultados completos da avaliacdo da regressdo linear. A velocidade de
formacdo de NS-pH 4,6 (%NT) e NS-TCA12% (%NT) é significativamente (p < 0,05)
menor no queijo com reduzido teor de coalho quando comparado ao queijo controle.
Através das equagdes apresentadas nas Figuras 10 e 11 pode-se calcular que a formagdo
NS-pH 4,6 (%NT) e NS-TCA 12% (%NT) sdao aproximadamente 14 e 13% menor no
queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO,) com reducdo de 65% do coagulante do
que no queijo controle, respectivamente. Ou seja, a velocidade de protedlise do queijo
obtido a partir de leite pré-acidificado (CO,) com redu¢do de 65% do coagulante é menor

que do queijo controle.
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* Queijo Controle = Queijo com teor de coagulante reduzido em 65%

Figura 10. Regressdo linear para avaliar efeito dos tratamentos (queijo controle e queijo
com teor de coagulante reduzido apds pré-acidificagao do leite com CO, a pH
6,4, seguida da reducdo de coagulante em 65%) e do tempo de

armazenamentos sobre a formac¢do de NS-pH 4,6 (%NT).
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Figura 11. Regressao linear para avaliar efeito dos tratamentos (queijo controle e queijo
com teor de coagulante reduzido apds pré-acidificacdo do leite com CO, até
pH 6,4, seguida da reducdo de coagulante em 65%) e do tempo de
armazenamentos sobre a formacdo de NS-TCA 12% (%NT).

A Figura 12 mostra o perfil eletroforético dos queijos controle e obtido a partir de
leite pré-acidificado (CO,) com redugdo de 65% do coagulante apds 5, 15, 25 e 40 dias de
maturacdo. Em consonéncia com os dados da avaliacdo da protedlise através das fracdes
nitrogenadas, observa-se na Figura 12 a hidrolise das fra¢des Og;- e B- da caseina durante a
maturagdo para ambos os tratamentos, entretanto, menor hidrélise da fracdo Og;-caseina foi
observada para o queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO;) com reducdo de 65%
do coagulante. Ja no primeiro ponto de avalia¢do, ap6s cinco dias de fabricacdo, observa-se
a menor formacao de 0Os;-I-caseina para o queijo fabricado com teor reduzido de coagulante
(Banda 2) e, apds 40 dias de maturacdo, observa-se claramente a maior degradacdo da
fracdo Og;- caseina para o queijo controle (Banda 7). Embora a degradag¢ao da [(3-caseina
tenha ocorrido de forma mais lenta, observa-se claramente que apds 40 dias de maturacdo

houve maior degradacdo da [-caseina do queijo controle (Banda 7) do que do queijo
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fabricado com reduc¢do de coagulante (Banda 8). O sitio primdrio de acdo da quimosina na
Osi-caseina € a ligagdo Phe,s—Pheys, 0 que resulta na produgao de pequenos peptideos (Osi-
cn fj23) que sdo rapidamente hidrolisados pelas proteases do fermento (LAWRENCE;
CREAMER; GILLES, 1987; McSWEENEY, 2004) e o fragmento f;4.199, conhecido com
Osi;-I-cn que € acumulado no primeiro momento da maturacio do queijo Prato
(GOROSTIZA et al., 2004), sendo também posteriormente degradado dependendo do
periodo de maturagdo. A menor protedlise observada nos queijo fabricado a partir de leite
pré-acidificado (CO;) com reducdo de 65% do coagulante pode ser atribuida a menor
quantidade de coagulante utilizada na fabricacdo desse queijo, a qual foi viabilizada pela

pré-acidificagdo do leite.

1 2 3 4 5 6 7 8
Degradacao
da caseina
3 = -_ = -
o —p —— — o — C— T —
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Osrl-en —s - M AR W W W S
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Figura 12. Perfil eletroforético do queijo Prato durante a maturagcdo. Bandas 1, 3, 5 e 7:
queijo controle com 35, 15, 25 e 40 dias de maturagdo, respectivamente. Bandas
2, 4, 6 e 8: queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO,) até pH 6,4 e
com reducdo de 65% do coagulante ap6s 5, 15, 25 e 40 dias de maturacdo,

respectivamente.
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Maior degradagdo de Os;- e B-caseinas também foi observada por Montilla, Calvo e
Olano (1995) apés 1 dia de fabricacdo do queijo Ibérico a partir de leite pré-acidificado (pH
6,0) com reducdo de 75% do coalho, quando comparado ao queijo controle. St-Gelais,
Champagne e Bélanger (1997) também observaram menor teor de nitrogénio solivel em
TCA 12% ap6s 14 dias de maturagdo do queijo Cheddar fabricado a partir de leite pré-
acidificado (pH 6,55) e reducdo de 30% do coalho. Estes autores atribuiram a menor
protedlise a reducao do coalho na fabricacdo do produto. McCarney, Mullan e Rowe (1995)
processaram queijo cheddar com teor de coalho reduzido em 50% a partir de leite
previamente adicionado de CO; e armazenado (0, 2 e 4 dias) e observaram uma menor
protedlise frente a um queijo controle, e o efeito foi atribuido, além da menor quantidade de
enzimas proteoliticas provenientes do desenvolvimento de bactérias psicrotroficas, a

reducdo do coalho.

Os valores médios de NS-pH4,6 (%NT) encontrados neste trabalho foram inferiores
aos reportados por Mazal et al. (2007) onde foi encontrado o percentual de 10,8% durante o
periodo de 5 a 40 de armazenamento. As variagdes descritas na literatura podem ser
maiores dos que os observados neste trabalho, como por exemplo, variagdo de 7,23 a 17,9%
entre 1 e 45 dias de maturagdo (GOROSTIZA et al., 2004) ou de 5 a 13% entre 5 e 45 dias
de maturacdo conforme observado por Barros et al. (2006a). Ja os valores médios
encontrados neste trabalho de NS-TCA 12% (%NT) foram inferiores aos descritos na
literatura, como os valores de 5,7% apresentado por Mazal et al. (2007) e 5,17% por
Vianna et al. (2008) ap6s 40 dias de maturacdo. Variagdes semelhantes foram descritas,
como a apresentada por Barros et al. (2006a), onde o NS-TCA 12% (%NT) variou de 2 a
5,5% entre 5 e 45 dias de armazenamento; ou Narimatsu et al. (2003), cujos valores
variaram de 2,4 a 5% de 10 a 45 dias de armazenamento e Spadoti, Dornellas e Roig
(2005), que apés maturagdao do queijo Prato por 45 dias observaram variacdo de 2,25 até
5% no NS-TCA 12% (%NT). Essas variacdes s@o naturais e esperadas, pois a protedlise €
um fendbmeno bioquimico dependente, dentre outros fatores, do tipo, quantidade e atividade
de enzimas proteoliticas naturais de leite e adicionadas durante o processo de fabricacdo, da

temperatura, umidade, e pH do queijo (FOX, 1993).
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5.2.4 Efeito da reducao do coagulante sobre a firmeza e o derretimento do queijo
Prato.

A Tabela 10 apresenta o efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento
(n = 7), assim como da interagdo desses dois fatores sobre o comportamento da firmeza e

do derretimento do queijo Prato.

Tabela 10. Resumo da andlise de variancia (ANOVA). Efeito do tratamento (queijo
controle e queijo obtido a partir de leite pré-acidificado com CO, a pH 6,4
seguido da reducdo de coagulante em 65%), tempo de armazenamento e da
interacdo tratamento X tempo sobre a firmeza e o derretimento do queijo Prato.

Valores de p
Fator de Variacgado ~ GL Firmeza Derretimento
Tratamento 1 <0,0001 <0,0001
Tempo 7 <0,0001 <0,0001
Tratamento * Tempo 7 0,0005 0,3500

GL (Graus de liberdade); p (probabilidade de significancia < 0,05)

Observa-se na Tabela 10 que os tratamentos, o tempo de armazenamento, bem
como a interacao desses dois fatores, afetaram significativamente a firmeza dos queijos. O
queijo controle apresentou, em média, menor firmeza (4080g) em relacdo ao queijo obtido
a partir de leite pré-acidificado (CO,) e com reducdo de 65% do coagulante (4538g). Além
disso, a firmeza do queijo controle diminuiu significativamente durante o tempo de
armazenamento tendo apresentado diferenca significativa entre o 10° e o 15° dia de
armazenamento (Figura 13), diferente do queijo obtido a partir de leite pré-acidificado
(COy) e com redugdo de 65% do coagulante, que ndo apresentou diferenca significativa
durante o tempo de armazenamento. Considerando que a interagdo entre os dois fatores foi
significativa, pode-se afirmar que o desenvolvimento da firmeza foi diferente para os dois
tratamentos ao longo do tempo. Para a avaliacdo da variacdo da firmeza em relagdo ao
tempo, foi feita a andlise estatistica de regressdo linear para avaliar se ha diferencas

significativas entre as inclina¢des das regressdes, o que representa a variacao da firmeza em
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relacdo ao tempo, ou a velocidade de amaciamento do queijo. A Figura 14 apresenta a
regressao linear do efeito do tempo de armazenamento sobre a firmeza dos queijos controle
e do obtido a partir de leite pré-acidificado (CO;) com reducao de 65% do coagulante e o
Anexo III apresenta os resultados completos da avaliagao da regressao linear. A velocidade
de amaciamento € significativamente (p < 0,05) menor no queijo com reduzido teor de
coalho quando comparado ao queijo controle. Através das equagdes apresentadas na Figura
14 pode-se calcular que o amolecimento, dado em gramas por dia, é aproximadamente 2,8
vezes mais intensa no queijo controle do que no queijo obtido a partir de leite pré-

acidificado (CO,) com redugdo de 65% do coagulante.
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Figura 13. Efeito dos tratamentos e do tempo de armazenamento sobre a firmeza dos
queijos. Valores seguidos de letras iguais ndo se diferenciam

significativamente (p < 0,05).

No que diz respeito a capacidade de derretimento, observa-se na Tabela 10 que os
tratamentos e o tempo de armazenamento afetaram significativamente o derretimento dos
queijos, entretanto, ndo se observou um efeito significativo da interacdo desses fatores
nessa caracteristica do produto. O queijo controle apresentou maior capacidade de

derretimento do que o queijo obtido a partir de leite pré-acidificado (CO,) e com redugdo
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de 65% do coagulante. Esses valores foram de 56% e 52% para os queijos controle e com
reducdo de coagulante, respectivamente. Observa-se na Figura 15 que a capacidade de
derretimento aumentou ao longo do tempo para ambos os tratamentos, sendo que diferencas
significativas foram observadas entre o 1°, 0 5° e o 10° dia de armazenamento. Apds esse

tempo, nao hd aumento significativo da capacidade de derretimento até o 40° dia de

armazenamento.
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Figura 14. Regressao linear para avaliar efeito dos tratamentos (queijo controle e o com
teor de coagulante reduzido apds pré-acidificagdo do leite com CO; a pH 6,4,
seguida da reducdo de coagulante em 65%) e do tempo de armazenamentos

sobre a firmeza do queijo Prato.

Tanto o amaciamento do queijo, traduzido pela reduc¢do da firmeza do produto,
como o aumento da capacidade de derretimento sdo parametros relacionados a protedlise,
ou seja, a hidrdlise da rede protéica do queijo. O amaciamento do queijo estd intimamente
associado a degradacdo da dgj-caseina, especialmente no sitio Phys-Phys, O pequeno

peptideo formado (0s;-CN f1-23) é rapidamente hidrolisado por proteinases provenientes
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da cultura lictica (FOX, 1993). Essa degradacdo também contribui para o aumento da
capacidade de derretimento dos queijos devido a hidratacio da matriz protéica
(LAWRENCE; CREAMER; GILLES, 1987). Neste trabalho observou-se que o queijo
obtido a partir de leite pré-acidificado (CO,) e com redu¢do de 65% do coagulante
apresentou menor protedlise, maior firmeza e menor capacidade de derretimento quando

comparado ao queijo controle.
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Figura 15. Efeito do tempo de armazenamento sobre o derretimento médio dos queijos.
Valores seguidos de letras iguais ndo se diferenciam significativamente (p <
0,05).

A reducgdo da firmeza e o aumento da capacidade de derretimento do queijo Prato
durante a maturagdo foi observada por diferentes autores (BALDINI et. al., 1998;
KATSUDA et al., 1999, SPADOTTI et al.,, 2003a; NONOGAKI; MONTEIRO;
GIGANTE, 2007). Nao se encontrou dados na literatura sobre desenvolvimento de firmeza
ou capacidade de derretimento de queijos obtidos a partir de leite pré-acidificado ou com

reducgdo de coagulante.
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5. CONCLUSOES

* A adi¢do de CO; ao leite até pH de 6,4 possibilitou a redu¢do de aproximadamente
65% da dosagem de coagulante utilizada para fabricacdo do queijo Prato nas
mesmas condi¢des de tempo e temperatura de coagulacdo (40 minutos, 35°C) do

queijo controle;

* A pré-acidificagdo do leite com CO, e a redug¢do do coagulante em 65% afetou
significativamente o pH nas etapas iniciais da fabricacdo dos queijos, entretanto, o

pH final dos queijos ndo diferiram entre si;

* A pré-acidificacdo do leite com CO; e a reducdo do coagulante em 65% nao alterou
a recuperacdo de proteina, caseina, gordura e cinzas, assim como a composi¢dao
fisico-quimica do soro e do queijo, exceto a umidade final do queijo, que foi
significativamente menor no queijo obtido a partir de leite pré-acidificado e com

reducdo de 65% de coagulante.

* A reducdo de 65% de coagulante tornou a protedlise do queijo obtido de leite pré-
acidificado (CO;) e com redugdo de 65% de coagulante significativamente mais
lenta. Essa reducdo da velocidade de protedlise proporcionou maior firmeza e

menor suscetibilidade ao derretimento.

Resumidamente, a partir da pré-acidifica¢do do leite (pH 6,4), através da adi¢do de
CO, seguida da reducao de 65% na dosagem do coagulante, obteve-se um queijo Prato com
composi¢do semelhante ao queijo controle, gerando um soro cuja composi¢do e pH nado
diferiu do soro controle. Além disso, a menor velocidade de protedlise do queijo obtido
através da reducdo do coagulante, especialmente apds a primeira fase da maturagao,

permitiu a manutenc¢do das caracteristicas fisicas do queijo por maior tempo.
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1) Verificacdo de Ordem de Reagdo para os valores de NS-pH 4,6 (%NT).
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2* (% N sol pH 4,6 / N tot)*2
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2) Verificagao de Ordem de Reacdo para os valores de NS-TCA 12% (%NT).
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APENDICE B

1) Resultados completos da avaliacdo da regressao linear para a velocidade de formagao de

NS-pH 4,6 (%NT).
RESUMO DOS RESULTADOS

QUEIJO CONTROLE

Estatistica de regressao

R multiplo 0,936214
R-Quadrado 0,876497
R-quadrado ajustado 0,875826
Erro padrao 0,971501
Observacgdes 186
ANOVA
Gl SQ MQ F F de significagdo
Regressao 1 1232,471 1232,471 1305,84 1,7E-85
Residuo 184 173,6618 0,943814
Total 185 1406,132
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P  95% inferiores 95% superiores
Intersegcao 4,622922 0,120525 38,35655 1,05E-89 4,385133 4,860711
Variavel X 1 0,209644 0,005801 36,13641 1,7E-85 0,198198 0,22109

QUEIJO OBTIDO A PARTIR DE LEITE PRE-ACIDIFICADO (CO,) E COM REDUCAO DE 65% DE
COAGULANTE.

Estatistica de regresséo

R multiplo 0,928683
R-Quadrado 0,862453
R-quadrado ajustado 0,861705
Erro padrao 0,886103
Observacgdes 186
ANOVA
gl SQ MQ F F de significagdo
Regressao 1 905,8756 905,8756 1153,72 3,45E-81
Residuo 184 144,4728 0,785178
Total 185 1050,348
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P  95% inferiores 95% superiores
Intersegcao 4010646  0,10993 36,4835 3,64E-86 3,79376 4,227532
Variavel X 1 0,179733 0,005291 33,96645 3,45E-81 0,169294 0,190173
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2) Resultados completos da avaliacdo da regressdo linear para a velocidade de formagao de

NS-TCA 12% (%NT).
RESUMO DOS RESULTADOS

QUEIJO CONTROLE

Estatistica de regressao

R multiplo 0,939735
R-Quadrado 0,883101
R-quadrado ajustado 0,882455
Erro padrao 0,44376
Observacdes 183
ANOVA
gl SQ MQ F F de significacao
Regressao 1 269,2623 269,2623 1367,347 2,73E-86
Residuo 181 35,64308 0,196923
Total 182 304,9053
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P_ 95% inferiores 95% superiores
Intersecéao 1,76743 0,055118 32,0665 1,44E-76 1,658674 1,876186
Variavel X 1 0,098046 0,002651 36,97766 2,73E-86 0,092814 0,103278

QUEIJO OBTIDO A PARTIR DE LEITE PRE-ACIDIFICADO (CO,) E COM REDUCAO DE 65% DE
COAGULANTE.

Estatistica de regressédo

R multiplo 0,906752
R-Quadrado 0,822199
R-quadrado ajustado 0,821216
Erro padrao 0,493039
Observacdes 183
ANOVA
al SQ MQ F F de significacao
Regresséo 1 203,4623 203,4623 836,9908 8,58E-70
Residuo 181 43,9989 0,243088
Total 182  247,4612
Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P_ 95% inferiores 95% superiores
Intersegao 1,751638 0,061238 28,60356 4,66E-69 1,630805 1,872471
Variavel X 1 0,085229 0,002946 28,93079 8,58E-70 0,079416 0,091041
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APENDICE C

1) Resultados completos da avaliacdo da regress@o linear para a variacdo da firmeza em

relac@o ao tempo.
RESUMO DOS RESULTADOS

QUEIJO CONTROLE

Estatistica de regressdo

R multiplo 0,635107337
R-Quadrado 0,403361329
R-quadrado ajust 0,399129849
Erro padrao 484,5486953
Observacdes 143
ANOVA
gl SQ MQ F F de signif

Regresséo 1 22380863,08 22380863 95,323937 1,61059E-17
Residuo 141 33105028,78 234787.,4
Total 142 55485891,86

Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferior 95% superior
Intersecéo 4610,000675 68,83804153 66,96879 9,06E-109 4473,91253 4746,08882
Variavel X 1 -31,9207755 3,269433038 -9,7634 1,611E-17-38,38422311 -25,45732786

QUEIJO OBTIDO A PARTIR DE LEITE PRE-ACIDIFICADO (CO,) E COM REDUCAO DE 65% DE
COAGULANTE.

Estatistica de regressao

R multiplo 0,268346473
R-Quadrado 0,072009829
R-quadrado ajust 0,064465194
Erro padréo 504,520159
Observacoes 125
ANOVA
gl SQ MQ F F de signif

Regresséo 1 2429464,546 2429465 9,5445074 0,002480067
Residuo 123 31308492,67 254540,6
Total 124 33737957,22

Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferior 95% superior
Intersegao 4729,114204 77,85469926 60,74282 1,401E-93 4575,00566 4883,222747
Variavel X 1 -11,2180835 3,63113095 -3,08942 0,0024801-18,40568181 -4,030485284
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