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RESUMO

O queijo Minas Frescal é o quarto queijo mais consumido no Brasil, porém este
produto possui vida de prateleira pequena, devido as suas caracteristicas intrinsecas
e a sua tecnologia de fabricacdo. Assim, algumas modificacdes tém sido feitas no
processo de fabricacdo deste queijo com o intuito de aumentar sua vida de prateleira
e rendimento. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da adigcdo de CO, ao
leite pasteurizado sobre o rendimento, a composigao e a vida de prateleira do queijo
Minas Frescal. Utilizou-se leite pasteurizado (72-75°C/15-20 seg) que foi dividido em
trés porcdes submetidas aos seguintes tratamentos: queijo adicionado de cultura
lactica, queijo obtido a partir de leite acidificado com &cido lactico e queijo obtido a
partir de leite acidificado com CO.. Avaliaram-se a composicao dos leites, dos soros e
queijos e calculou-se o rendimento dos queijos. Os queijos foram avaliados apoés 1, 7,
13, 19 e 25 dias de tempo de armazenamento refrigerado quanto ao pH, fragdes
protéicas e porcentagem de CO,. Calcularam-se os indices de extensdo e de
profundidade de protedlise dos queijos, para avaliagdo da intensidade da protedlise.
Em relacdo a qualidade microbiolégica, foram realizadas anélises de contagem total
de microrganismos mesofilos aerdbios, bactérias lacticas, bolores e leveduras,
psicrotréficos, Pseudomonas spp., € coliformes a 30-35°C e a 45°C,em 1,7, 13,19 e
25 dias de armazenamento refrigerado. O experimento completo foi repetido trés
vezes e o delineamento experimental utilizado foi o Split-plot, em um planejamento do
tipo fatorial 3 x 5 em blocos completamente aleatorizados. O efeito do tratamento (3
niveis de variagdo) e do tempo de armazenamento (5 niveis de variagcdo) sobre as
variaveis estudadas foi avaliado por ANOVA aplicando-se o teste de Tukey para
comparacao entre as médias, ao nivel de 5% de significancia. Os queijos fabricados
com adicdo de acido lactico ou CO, ao leite apresentaram menores valores de pH
durante o processo de fabricagdo e maiores valores durante a vida de prateleira em
relacdo ao queijo adicionado de cultura lactica. O queijo adicionado de cultura lactica
apresentou maior umidade, cinzas e menor porcentagem de gordura do que 0s outros
queijos. O tempo de coagulagcao dos queijos obtidos a partir de leite acidificado com
acido lactico ou CO, foram menores do que do queijo adicionado de cultura lactica.
Nao se observou diferenca significativa no rendimento de fabricacdao para as
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diferentes tecnologias de fabricagdo. Entretanto, os tratamentos e o tempo de
armazenamento afetaram o pH, a porcentagem de CO, e os indices de extensao e
profundidade de protedlise dos queijos. O queijo fabricado com adicao CO, ao leite
apresentou menores contagens de Pseudomonas spp. e bolores e leveduras, e o
queijo com cultura lactica menores contagens de coliformes. As contagens de
mesdfilos aerdbios e bactérias lacticas apresentaram comportamentos semelhantes
durante a vida de prateleira de cada queijo, diminuindo no queijo com cultura lactica e
aumentando nos queijos obtidos a partir de leite acidificado com acido lactico ou CO..

Palavras-chave: Queijo Minas Frescal; diéxido de carbono; conservagao; protedlise
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ABSTRACT

Minas Frescal cheese is the fourth cheese most consumed in Brazil, but this product
has smaller shelf life, due to its intrinsic characteristics and its technology for
manufacturing. So some changes have been made in the process of making this
cheese in order to increase its shelf life and yield. The purpose of this study was to
evaluate the effect of adding CO, to the pasteurized milk on yield, composition and
shelf life of Minas Frescal cheese. It was used pasteurized milk (72-75°C/15-20 segQ)
that has been divided into three portions subjected to the following treatments: cheese
added of lactic culture, cheese made from milk acidified with lactic acid and cheese
made from milk acidified with CO,. It was evaluated milk, whey and cheese
composition and it was estimated the cheese yield. The cheeses were evaluated after
1, 7, 138, 19 and 25 days of storage time for pH, protein fractions and percentages of
CO.. Proteolysis was evaluated by determining the amount of total nitrogen soluble at
pH 4.6 and in 12% trichloracetic acid. Regarding microbiological quality, tests were
carried out on the total count of mesophiles aerobic microorganisms, acid lactic
bacteria, yeasts and molds, psychrotrophics, Pseudomonas spp., and coliforms at 30-
35°C and 45°C, on 1, 7, 13, 19 and 25 days of refrigerated storage. The complete
experiment was repeated three times and the experimental design was a Split-Plot in a
factorial design of the type 3 x 5, in blocks completely randomized. The effect of
treatment (3 levels of variation) and storage time (5 levels of variation) on the variables
studied were evaluated by ANOVA according to the Tukey test for comparison
between the averages, in 5% of significance level. The cheeses made with addition of
lactic acid or CO, to milk showed lower values of pH during the manufacturing process
and higher values during the shelf life with respect to the lactic culture cheese. The
cheese added with lactic culture had higher moisture, ash and lower percentage of fat
than other cheeses. The coagulation times of cheeses made from milk acidified with
lactic acid or with CO, were smaller than the cheese added lactic culture. There was
no significant difference in yields for different manufacturing technologies. However,
the treatments and storage time affected the pH, percentage of CO, and the levels of
proteolysis of the cheeses. The cheese with addition of CO, to milk had lower counts
of Pseudomonas spp. and yeasts and molds, and the lactic culture cheese minor
counts of coliforms. The total count of mesophiles aerobics and lactic acid bacterias
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showed similar behaviors during the shelf life of each cheese, reducing in lactic culture
cheese and increasing in the cheeses made with addition of lactic acid or CO,to milk.

Keywords: Minas Frescal cheese; carbon dioxide; conservation; proteolysis
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1. INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

O queijo Minas Frescal é um dos produtos lacteos mais difundidos no Brasil e
ocupa o quarto lugar na produgao nacional de queijos (ABIQ, 2005). A produgéo de
queijo Minas Frescal, industrial e artesanal, se difundiu principalmente devido a
simplicidade da tecnologia empregada na fabricacdo, e a auséncia de maturagéo.
Estas caracteristicas possibilitaram um retorno rapido do investimento aos produtores
e, consequentemente, custos menores para os consumidores (OLIVEIRA et al., 1998).
Entretanto, o produto apresenta vida de prateleira reduzida, normalmente de duas
semanas, mesmo em temperaturas adequadas de refrigeracao (ISEPON, SANTOS e
SILVA, 2003).

A reduzida vida de prateleira deste queijo deve-se ao seu alto teor de umidade,
aproximadamente 60%, e esta possivelmente relacionada a qualidade da matéria-
prima e as caracteristicas do processo de fabricagdo. As praticas de fabricacdo
industrial e artesanal deste queijo sdo basicamente de trés tipos: o processo
tradicional, com adicdo de cultura lactica ao leite; o queijo fabricado sem a adicao de
cultura lactica e, o processo alternativo, onde se faz a acidificacdo direta do leite antes
da fabricacdao do queijo. Estes diferentes processos afetam o rendimento industrial, a
composicao e as caracteristicas de seguranca e qualidade do produto.

Quando o produto é fabricado com a adicdo de cultura lactica, utilizam-se
culturas tipo O, constituidas normalmente de Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Estes microrganismos fermentam a lactose,
produzindo &cido lactico, o que favorece a redugédo do pH durante o processamento
do queijo e afeta positivamente a coagulacdo do leite, a sinérese do coagulo e a
seguranga do produto, pois o queijo final apresenta pH na faixa de 5,1-5,2
(FURTADO, 2005). No entanto, a acao continuada da cultura durante o
armazenamento refrigerado do produto favorece sua protedlise, o que altera
rapidamente a caracteristica tipica da textura do queijo, provocando sua rejeigao pelo

consumidor.



1. INTRODUCAO

Por outro lado, quando a cultura ndo é adicionada, nao se observa a redugao
do pH durante o processamento, o que resulta na obtengdo de produtos de mais alto
pH (~6,7) e, portanto, menos seguros. Além de evitar alteragbes de textura, esta
pratica favorece a menor sinérese da massa durante o processamento e,
possivelmente, maior rendimento industrial. A forma alternativa de processamento é a
acidificagéo direta do leite, antes da fabricagdo do queijo. Neste processo, o queijo
nao apresenta a agao da cultura lactica durante a sua vida de prateleira, e a redugao
do pH, no tanque de fabricacao, favorece a seguranca do produto. Esta € uma prética
bastante utilizada pela industria, especialmente associada ao aumento de temperatura
de coagulacao e tratamento da massa, para contribuir para a sinérese. Este aumento
da temperatura, quando ndo devidamente controlado, pode levar a uma
descaracterizagdo do queijo Minas Frescal.

Uma forma alternativa para a redug¢do do pH do leite antes da fabricagdao do
queijo € a adicao de dioxido de carbono (CO,). O CO,, ao se dissolver no leite, forma
acido carbonico, o qual se dissocia para formar o anion bicarbonato e H*. E
atualmente bem estabelecido na literatura (LOSS e HOTCHKISS, 2000; HOTCHKISS,
WERNER e LEE; 2006) que o CO, afeta a multiplicacdo e o metabolismo de uma
ampla variedade de bactérias, particularmente as encontradas no meio ambiente de
processamento de produtos lacteos, e tem sido utilizado para aumentar a vida de
prateleira de produtos lacteos. A agao antimicrobiana do CO, é proporcional a sua
concentracdao, e seu efeito inibitério sobre o0s microrganismos depende da
temperatura, acidez, atividade de agua, tipo e fase de desenvolvimento do
microrganismo (SARANTOPOULOS et al., 1998). Existem pelo menos trés
mecanismos gerais pelo qual o CO; inibe o desenvolvimento microbiano. O primeiro,
e mais simples, € a substituicdo do O,. O segundo é a redugao do pH devido a
dissolugdo de CO, e a formacgao de &cido carbdnico na fase aquosa do alimento, e, 0
terceiro, € o efeito direto sobre o metabolismo dos microrganismos (BUTLER, 1982;
DANIELS, KRISHNAMURTHI e RIZVI, 1985).

O poder acidificante do diéxido de carbono, associado a sua capacidade de
afetar o metabolismo dos microrganismos, particularmente os encontrados no meio

ambiente de processamento de produtos lacteos, sugerem que ele pode ser utilizado



1. INTRODUCAO

como um recurso tecnolégico na fabricagao de queijo Minas Frescal. Sua utilizagao
pode favorecer simultaneamente a reducao do pH durante a produgéo e a inibi¢cdo de
bactérias presentes no ambiente do processamento, aumentando, possivelmente, a

qualidade e a vida de prateleira do produto.

Com base nessa hipotese, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a
influéncia da adigao de CO ao leite pasteurizado sobre o rendimento, a composicao e
as caracteristicas microbioldgicas do queijo Minas Frescal.






2. OBJETIVOS

2. OBJETIVOS
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Comparar o processamento, as caracteristicas fisico-quimicas e microbiol6gicas
e o rendimento do queijo Minas Frescal fabricado a partir de leite adicionado de
cultura lactica (queijo controle) e de leite acidificado pela adicdo de acido lactico

ou diéxido de carbono.

. Comparar o desenvolvimento da protedlise e as caracteristicas microbiol6gicas
do queijo Minas Frescal fabricado a partir de leite adicionado de cultura lactica e
leite acidificado pela adicao de acido lactico ou diéxido de carbono, durante o

periodo de armazenamento refrigerado.






3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Fabricacao e caracteristicas do queijo Minas Frescal

O queijo Minas Frescal é um dos produtos de laticinios mais difundidos no
Brasil, e ocupa o quarto lugar na produgédo nacional de queijos. O produto possui
ampla aceitacdo no mercado e pode ser encontrado em todo o pais, notadamente no
estado de Minas Gerais (ABIQ, 2005; ALMEIDA FILHO e NADER FILHO, 2002).

De acordo com Associacao Brasileira das Industrias de Queijo, a produgéao de
queijos no Brasil cresceu de aproximadamente 190 mil toneladas em 1991 para 554
mil em 2005 (ABIQ, 2005). A maior parte desta produgao (95%) é considerada de
consumo popular, destacando-se os queijos Prato, Mussarela, Parmesdo, Minas
Frescal e Minas Padrao (FURTADO et al., 2003).

O queijo Minas Frescal é obtido por coagulagao enzimatica do leite com coalho
e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com agéao de
bactérias lacticas especificas. E um queijo semi-gordo, de muito alta umidade, a ser
consumido fresco. Quando é fabricado com cultura lactica, utiliza-se cultura mesofilica
tipo O, que consiste de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris (BRASIL, 2004).

Quando comercializado em embalagens plasticas convencionais, o queijo
Minas Frescal apresenta vida de prateleira pequena, normalmente duas semanas,
mesmo em temperaturas adequadas de refrigeracdo. Um dos grandes problemas na
sua comercializagdo é a liberacdo do soro, que afeta ndo s6 a aparéncia, como
também a qualidade do produto. O produto apresenta grande susceptibilidade as
contaminagdes microbianas, que podem ocorrer a partir do leite utilizado como
matéria-prima, ou por recontaminagées durante ou apds o processamento. As
contaminagoes, aliadas as alteragdes quimicas e sensoriais decorrentes da atividade
enzimética de origem microbiana, podem, em poucos dias, tornar o queijo inaceitavel
ou até mesmo impréprio para o consumo (ISEPON, SANTOS e SILVA, 2003).
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Segundo Oliveira (1986), o queijo Minas Frescal € fabricado com leite de vaca,
padronizado para 3,0-3,2% de matéria gorda e acidez entre 15 e 18°D. O leite deve
ser pasteurizado (72€C/15 segundos ou 65°C/30 minut 0s), adicionado de CaCl, (20
g/100 L de leite), cultura lactica (1,0-1,5%) e coalho de renina para se obter a
coagulacdo em cerca de 30-40 min., a 32C. Ele apresenta coloragao interna
esbranquicada, consisténcia mole, textura fechada, com algumas olhaduras
irregulares e sabor variando de levemente acido a suave. A composi¢cdo média
esperada do queijo Minas Frescal é de 55-58% de umidade, 17-19% de gordura, 1,4-
1,6% de sal e pH de 5,0-5,3. No caso de queijos fabricados com &cido lactico em
substituicdo ao fermento, o pH se situa na faixa de 6,1-6,3 (FURTADO e LOURENCO
NETO, 1994).

A fabricacdo tradicional do queijo Minas Frescal sofreu modificagdes ao longo
do tempo, visando melhorias na qualidade do produto final, aumento de rendimento
de fabricacao, maior vida util, padronizacdo e segurangca de consumo. Por ser um
queijo de tecnologia simples, facilmente elaborado e de fabricagdo artesanal,
diferentes procedimentos de produgdo sado adotados pelos fabricantes. Assim, ha
queijos feitos por adicdo somente de coalho, outros feitos pelo método tradicional,
com adicao de cultura lactica, queijos fabricados com adi¢cdo de acido lactico em
substituicao a cultura e, ainda, queijos obtidos pelo processo de ultrafiltracao.

A coagulagao do leite é dividida em duas fases, sendo a primeira enzimatica e
a segunda ndo enzimatica. A primeira fase consiste na agao especifica da renina ao
clivar a ligacao peptidica Phe1os-Metyos da fracdo k-caseina. Esta fica fragmentada em
duas cadeias polipeptidicas: o segmento 1-105, denominado para-k-caseina e o 106-
169, que corresponde ao chamado glicomacropeptidio. A para-k-caseina integra-se
com as demais caseinas e o glicomacropeptidio, muito sollvel, separa-se da estrutura
micelar e passa para soro. A segunda fase de coagulagéo se inicia quando 85 a 90%
da k-caseina foi hidrolisada e resulta na agregacdo das micelas de caseina. A
precipitacdo requer disponibilidade de calcio ibnico no leite, que se liga por ligagdes
hidrofébicas com as proteinas. A ligacdo da para-k-caseina ao calcio resultar4 na
formacao de um codagulo firme, o paracaseinato de calcio (FOX et al., 2000).
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Para a fabricacdo do queijo Minas, ap6s a coagulacédo, a massa é cortada em
cubos de 1,5-2,0 cm utilizando-se liras verticais e horizontais, o que favorece a
sinérese do coagulo. Inicia-se, entdo, a agitacdo da massa com movimentos lentos
devido a fragilidade dos graos. Neste queijo, a agitacao e o repouso se alternam até
que se atinja o ponto da massa. Em seguida, a massa € separada do soro e
enformada. O queijo é autoprensado através de viragens sucessivas a cada 20-30
min., o que favorece melhor acabamento ao produto, e conduzido a camara fria (5°C)
para completar a dessoragem, onde permanece até o dia seguinte, quando pode ser
embalado e comercializado (OLIVEIRA, 1986).

O processo de salga deste queijo pode ocorrer de varias maneiras. Uma delas
€ a salga a seco, que é realizada na proporcao de 0,7% do peso do queijo, em cada
face do produto. E feita durante as viragens sucessivas dos queijos. A outra maneira é
a salga em salmoura (20% de sal) a 10-12°C, por periodos proporcionais ao peso e
formato do queijo. A salga na massa também € possivel, entretanto menos comum,
pois ocorre a perda de sal para o soro, dificultando sua utilizacdo posterior (FOX et al.,
2000).

A coagulagao do leite é a etapa fundamental para a elaboracéo de queijos. O
agente coagulante tradicional utilizado é o coalho de bezerro, que é extraido do quarto
estbmago de bezerros em lactacdo. Este coalho € composto pelas enzimas quimosina
e pepsina, em proporcdao de cerca de 85-95% de quimosina e 5-15% de pepsina
(YOUSIF, McMAHON e SHAMMET, 1996). Um importante fator a ser considerado
com relagcdo ao coagulante utilizado diz respeito ao seu efeito sobre o rendimento e
sobre as caracteristicas sensoriais do queijo, como sabor e textura, sendo a atividade
proteolitica das enzimas quem exerce grande influéncia nesses fatores. Além da
ligacdo Pheqos-Metips da k-caseina, cuja hidrélise determina a coagulacdo enzimatica
do leite, outras ligagdes peptidicas sdo hidrolisadas a taxas que variam de acordo
com a enzima utilizada (atividade proteolitica ndo especifica). Em decorréncia desta
protedlise em niveis elevados, pode ocorrer diminuicdo do rendimento do queijo, bem
como alteragdo em suas propriedades reoldgicas e sensoriais. A diminuicdo do
rendimento € consequéncia da perda de substancias nitrogenadas e gordura para o
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soro. A maior taxa de protedlise é responsavel também pelo desenvolvimento de
amargor durante a maturacao, além de modificagcoes indesejaveis na textura do queijo
(USTUNOL e HICKS, 1990; EMMONS, 1990; LOPEZ et al., 1997).

Quando o queijo Minas Frescal é elaborado pelo método tradicional, o
fermento lactico tem a funcdo de melhorar a atividade coagulante, auxiliar na expulsao
do soro da coalhada e promover a prevencao da multiplicagdo de bactérias
indesejaveis (FOX et al., 2000). A agao continuada de bactérias lacticas do fermento
no queijo Minas Frescal provoca alteragdes fisico-quimicas que acabam por reduzir a
vida de prateleira do queijo. O aumento de acidez diminui a retencao de soro,
formando uma crosta amarelada e amolecendo a textura do queijo com o passar do
tempo (FURTADO, SOUZA e MUNCK, 1980a).

De modo geral, a industria brasileira tem dado preferéncia a producédo de
queijo Minas Frescal com adicdo de acido lactico em substituicdo ao fermento.
Semelhante ao processamento tradicional, este tipo de fabricagdo é obtido por
coagulacdo enzimatica, porém, a acidificagdo é promovida pelo uso direto de acido
lactico, no lugar de fermento lactico. Essa alteracdo na tecnologia de fabricacao
resulta em um queijo com maior rendimento, maior umidade, maior pH final, menor
acidez e maior perda de sélidos solluveis no soro, quando comparado a um queijo
fabricado com adi¢ao de fermento (FURTADO, SOUZA e MUNCK, 1980a). A perda
de sélidos soluveis no soro ocorre devido ao coagulo menos rigido formado pela
fabricacdo de queijo com &cido lactico, que retém menos sélidos. O queijo fabricado
com cultura lactica possui maior quantidade de bactérias lacticas, sofre maior hidrélise
da lactose e, conseqlientemente, apresenta maior produgéo de acido lactico durante a
fabricagdo. Este fato favorece a atuagédo da quimosina que possui melhor atuagédo em
meio acido (VAN DENDER e MORENO, 1992; WOLFSCHOON-POMBO, FURTADO
e MUNCK, 1978).

Van Dender e Moreno (1992) estudaram uma tecnologia de fabricagcdo do
queijo Minas Frescal associando a adicdo de &cido lactico e 0,1% de fermento
mesofilico. Os autores observaram que este processo permitiu a obtencao de pH
inicial propicio a acao do coalho, diminuindo o tempo de coagulagdo e aumentando a
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firmeza da coalhada. Além disso, concluiram que a menor proporcéao de fermento
aumentou a durabilidade do queijo durante o seu armazenamento devido a menor
intensidade de acidificagao e protedlise ocorridas durante a estocagem refrigerada.

Isepon e Oliveira (1995) avaliaram o indice de protedlise do queijo Minas
Frescal fabricado com leite cru e com leite pasteurizado, adicionados de cultura
lactica. O leite foi submetido a trés diferentes tratamentos: sem adicdo de cultura
lactica, com adigao de Lactococcus lactis spp. lactis e com adigdo conjunta de
Lactococcus lactis spp. lactis e de Lactococcus lactis spp. cremoris. Os autores
concluiram que o emprego de 1,0% de culturas simples ou mistas de Lactococcus
lactis spp. lactis e Lactococcus lactis spp. cremoris nao afetou o rendimento dos
queijos, porém, aumentou o indice de protedlise a medida em que se aumentou o

tempo de armazenamento, em queijos processados com leite cru e leite pasteurizado.

Além das fabricagdes de queijo Minas Frescal com adi¢do de cultura lactica e
com adi¢do de acido lactico, alguns produtores fabricam este queijo somente com
coalho. Segundo Furtado et al. (1980b), o queijo sem fermento apresenta um
rendimento maior quando comparado ao queijo fabricado pelo método tradicional.
Essa variagao esta relacionada as diferencas no pH e acidez titulavel. O queijo sem
fermento, por possuir uma acidez mais baixa desde o inicio do processo, apresenta
uma coalhada menos firme e, consequientemente, retém menos elementos do leite.
Os queijos fabricados com adicdo de &cido lactico ou somente com coalho
apresentam comportamentos semelhantes em relagdo a textura e ao sabor.
Entretanto, eles ndo sdo tdo seguros microbiologicamente como o queijo com adi¢do
de fermento l4ctico, pois as bactérias lacticas do fermento desempenham um papel
importante na protecdo contra alguns microrganismos, pelo consumo rapido da

lactose, abaixamento do pH e competicdo com outros microrganismos.

O rendimento queijeiro é um parametro de interesse pratico e econémico que
esta diretamente relacionado as caracteristicas fisico-quimicas do leite, ou seja,
teores de gordura, sélidos totais, proteina total e caseina (ZENG et al., 2007). Na
fabricagdo dos queijos nem todos os elementos sao retidos na coalhada: certa
guantidade é arrastada com o soro e, portanto, ndo se obtém igual rendimento de

11
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todos os componentes. O soro, sendo expelido da coalhada, carrega os componentes
soluveis em agua. Estes incluem lactose, proteinas do soro, sais soluveis, compostos
nitrogenados nao protéicos e peptideos. As quantidades desses constituintes retidos
no queijo sao diretamente proporcionais a quantidade de soro no queijo, uma vez que
esses constituintes sao distribuidos uniformemente na fase aquosa. Os constituintes
de maior interesse no rendimento sdo a gordura e a proteina, pois estes representam

mais de 90% da porg¢ao sélida do queijo (FOX et al., 2000).

3.2. Efeito do pH na fabricacao de queijos

O pH é um parametro importante para a identidade e qualidade de todos os
queijos, pois afeta diretamente sua estrutura, propriedades reolégicas e também as
interacdes quimicas entre os componentes estruturais (proteinas, 4gua e minerais)
dos queijos. Além disso, influencia as mudancas fisico-quimicas e microbiol6gicas que
contribuem para o sabor e textura dos queijos (LAWRENCE, CREAMER e GILLES,
1987). O pH também afeta a coagulacdo enzimatica, principalmente o tempo de
coagulacdo e a consisténcia do gel. A reacao de agregacao micelar, conferida pela
diminuicao da estabilidade das micelas, por neutralizacao das cargas negativas e pela
migracao de fosfato de calcio intramicelar para a fase aquosa, é favorecida por um pH
mais baixo que o do leite. Este fato verifica-se devido a aproximagao do pH 6timo para
a atividade proteolitica do coalho sobre a k-caseina, cerca de 5,5, apresentando um
intervalo maximo de estabilidade entre pH 5,0 — 6,0. Com a diminuicdo do pH,
observa-se um decréscimo acentuado do tempo de coagulagdo e um aumento da
velocidade de agregagcdo micelar, da firmeza e da consisténcia do gel formado,
explicada em parte pelo aumento da disponibilidade de ions calcio em solugdo (FOX
et al., 2000; WALSTRA et al., 1999).

O pH de dessoragem também afeta a composicdo e textura dos queijos.
Diminuindo o pH de dessoragem, hd um aumento da perda de minerais da massa.
Por exemplo, o queijo Cheddar, o qual é normalmente dessorado com pH 6,1, tem
menor conteudo de minerais que o queijo Emmental, o qual é dessorado com pH de
6,5 (LUCEY e FOX, 1993).

12
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Upreti e Metzger (2006) estudaram a influéncia do célcio e do fésforo na
estrutura e composigéo do queijo Cheddar. Aumentando o contetdo de Ca e P no
queijo, o pH também aumentou no tanque de fabricagdo e na dessoragem (6,6 € 6,4,
respectivamente), enquanto nos queijos fabricados com baixa concentragdo de Ca e
P, observaram uma diminuicdo do pH do queijo (6,2 e 5,7, respectivamente). Os
queijos com maior conteudo de calcio apresentaram textura mais firme e menos
umida em relagdo aqueles com baixo conteudo de célcio. McMahon, Paulson e Oberg
(2005), observaram que o aumento do conteudo de calcio de 0,3% para 0,6%, no
queijo Mussarela acidificado diretamente, resultou em queijos mais firmes e menos
adesivos. Porém, queijos com o mesmo conteudo de calcio (0,6%), mesma taxa de
umidade, mas com diferentes valores de pH (5,3 e 5,8), ndo apresentaram diferengas

significativas nos seus derretimentos ou na firmeza.

Mazal et al. (2007), estudaram o efeito do leite com baixa e alta contagem de
células somaticas na composicdo do queijo Prato. Neste trabalho, os niveis de
contagem de células somaticas nao afetaram o pH inicial do leite, porém, durante a
manufatura, o queijo fabricado com o leite com alta contagem de células somaticas
apresentou um valor de pH de 0,25 unidades maior que o queijo fabricado com leite
com baixa contagem de células soméaticas. Este aumento de pH afetou a agdo do
coalho e aumentou significativamente o tempo de coagulagao do leite. Além disto, o
alto pH prejudicou a sinérese, afetando o conteudo de umidade destes queijos.

Sheehan e Guinee (2004) estudaram o efeito do pH e do teor de célcio no
processo de fabricagdo e nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo Mussarela com
teor reduzido de gordura. Quatro diferentes tecnologias de fabricacdo de queijo
Mussarela foram utilizadas: com adicao de cultura lactica (queijo controle), com
adicao de acido lactico, e dois queijos com adi¢cdao conjunta de &cido lactico e cultura
lactica em diferentes concentragées. Os queijos que sofreram acidificagdo direta
coagularam rapidamente em relagdo ao queijo controle. Estes queijos apresentaram
menor teor de calcio e proteina, e menor pH (5,60) na drenagem do soro do que
aquele que foi adicionado de fermento lactico (6,13). Além disto, os queijos fabricados
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com acidificagdo direta apresentaram maior teor de umidade e capacidade de ligar
agua.

3.3. Qualidade microbiolégica do queijo Minas Frescal

A qualidade microbiolégica € um parametro que indica tanto as condigdes
higiénicas de produgdo como a seguranga do produto para consumo. O queijo Minas
Frescal apresenta varios pontos criticos durante a fabricagdo que podem conduzir a
alteragcées no produto final, destacando-se: matéria-prima com alta contaminacao
microbiolégica, recontaminacao do leite pasteurizado e temperatura inadequada de
armazenamento (SANTOS, NOGUEIRA e CUNHA, 1995). Por esses motivos, as
praticas higiénicas devem ser observadas com rigor, para prevenir a contaminagao ou

recontaminagéo do produto (PEREIRA et al., 1999a).

Os microrganismos considerados mais perigosos para a seguranga alimentar
em queijos sao Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Escherichia coli (DE BUYSER et al., 2001). Diversos trabalhos mostraram que o
queijo Minas Frescal comercializado no Brasil apresentou contaminacao por estes
microrganismos acima dos padrdes estabelecidos para o produto (ALMEIDA FILHO e
NADER FILHO, 2002; ARAUJO et al., 1997; HOFFMAN, SILVA e VINTURIM, 2002).

De acordo com os Padrées Microbioldgicos vigentes, da resolugdo RDC n® 12

(BRASIL, 2001) os queijos de muito alta umidade (>55%), como o Minas Frescal
elaborado por coagulagdo enzimatica e sem a presenca de bactérias lacticas em
forma vidvel e abundantes, devem apresentar as seguintes caracteristicas
microbioldgicas: valores menores que 5,0 x 10° UFC/g e 5,0 x 10° NMP/g de
Staphylococcus coagulase positiva e de coliformes a 45C (de origem fecal),
respectivamente, auséncia de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em 25 g de
amostra. Ja4 o queijo Minas Frescal de muito alta umidade com bactérias lacticas em
forma vidvel e abundantes, deve apresentar as seguintes caracteristicas
microbiolégicas: valores menores que 5,0 x 10° UFC/g e 5,0 x 10° NMP/g de
Staphylococcus coagulase positiva e de coliformes a 45C (de origem fecal),
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respectivamente, auséncia de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em 25 g de

amostra.

O resfriamento é a principal forma de conservagao do leite cru. A refrigeragao
impede a multiplicagdo da maioria dos microrganismos e as chances de acidificacao
do leite, porém, aumenta as chances de crescimento de bactérias psicrotréficas, que
podem causar diversos problemas no leite e no queijo. Apesar de estes
microrganismos serem destruidos pela pasteurizagdo do leite, eles produzem enzimas
proteoliticas e lipoliticas termorresistentes capazes de degradar a proteina e a
gordura do leite, afetando assim, sua qualidade. Dentre os problemas que estas
enzimas podem causar estdo a redugdo da vida de prateleira de produtos lacteos,
alteracdo do sabor e odor, reducdo do rendimento industrial na fabricacdo de queijos
e geleificacao do leite longa vida (SYRHAUG e STEPANIAK, 1997; CHAMPAGNE et
al., 1994).

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende
quase 2000 sorotipos, dos quais somente poucos sdo patogénicos ao homem. A
familia € composta por bactérias gram-negativas, com forma de bastonete curto, néao
esporuladas, produtoras de catalase. A temperatura considerada otima para a
multiplicagdo destes microrganismos é de 37C. Esta bactéria é comumente
encontrada no trato intestinal de animais, especialmente em aves e suinos. As fontes
ambientais deste microrganismo incluem a agua, o solo, os insetos, as superficies de
cozinhas e industrias, as fezes animais e as carnes, aves e frutos do mar crus. Outros
alimentos associados a Salmonella sdo ovos, leite e seus derivados, molhos, saladas,
misturas para bolo, sobremesas recheadas com creme, gelatina em pd, manteiga de
amendoim e chocolate (FDA, 1998).

O tempo de incubagdo da Salmonelose é de 6-48 horas, seguido pelo inicio
dos sintomas agudos, como nausea, vomito, caibra abdominal, diarréia, febre e dor de
cabeca (ICMSF, 1998). A Salmonella pode se multiplicar durante a fabricagdo e
sobreviver em varios queijos por mais de 60 dias (ICMSF, 2000).
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As bactérias do género Staphylococcus sao cocos gram-positivos, mesofilos,
nao esporulados e agrupados irregularmente na forma de cachos. Sao produtores de
catalase, anaerdbios facultativos e possuidores de metabolismos respiratorio e
fermentativo (CARVALHO, 2003). A contaminacao por Staphylococcus aureus ocorre
devido as praticas de manipulagdo e temperatura de refrigeracdo inadequadas. A
manipulacao do alimento pelo homem, um dos reservatoérios desta bactéria, é a causa
provavel de contaminacao (PEREIRA et al., 1999b; OLARTE et al., 2002).

Aratjo et al. (2002) demonstraram a presengca de espécies do género
Staphylococcus em 77% das 45 amostras de queijo Minas Frescal coletadas na
cidade do Rio de Janeiro, enquanto que em 17,7% das amostras encontrou-se
Staphylococcus aureus acima do limite estabelecido pela legislagao brasileira.

Peresi et al. (2001) encontraram contagens de Staphylococcus coagulase
positiva acima do limite maximo aceitavel em 60% das 30 amostras de queijo Minas
Frescal artesanais comercializadas na cidade de Sdo José do Rio Preto-SP. Pereira
et al. (1991), relataram um surto de intoxicagdo causada por queijo Minas, ocorrido na
cidade de Belo Horizonte. Os autores afirmaram que esta intoxicagao foi causada por
Staphylococcus aureus, produtor de enterotoxina B, onde 7 pessoas foram

envolvidas.

Hoffman, Silva e Vinturim (2002) analisaram 10 amostras de queijo tipo Minas
Frescal comercializados em feiras livres da cidade de Sao José do Rio Preto- SP, e
verificaram que todas as amostras estavam fora dos padrdées microbioldgicos vigentes

para Staphylococcus aureus.

Dados obtidos por Barros et al. (2004) e Leite et al. (2001), que analisaram
queijos Minas Frescal comercializados no Rio de Janeiro-RJ e em Cuiaba-MT,
respectivamente, mostraram que a maioria das contagens médias estava acima dos
padrdes preconizados pela Portaria n°146/96 (BRASIL, 1996), com relagdo a
Staphylococcus coagulase positiva. Barros et al. (2004) obtiveram 27% (8/30) das
amostras analisadas acima do limite estabelecido e Leite et al. (2001) detectaram a
presenca de Staphylococcus aureus em 86,7% (13/15) das amostras.
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As bactérias psicrotréficas sdo capazes de se multiplicar em temperaturas
abaixo de 10°C, especialmente na faixa de 4 a 5°C, independente de sua condicdo
6tima de multiplicacao. Bactérias psicrotréficas sdo, em sua maioria, gram-negativas e
encontradas em ambientes onde temperaturas estao tanto abaixo de 7°C como entre
15 e 20°C (COUSIN, JAY e VASAVADA, 2001). Dentre os géneros presentes no
grupo de microrganismos aerobios psicrotroficos, estdo Pseudomonas spp. € Listeria
spp. O género Pseudomonas (P. fluorescens, P. putrfaciens, P. fragi, P. putida, P.
aeruginosa, etc) € o mais comum e prejudicial. O tempo de geracdao é de
aproximadamente 8 horas a 40°C, e 14 horas a 10°C. A espécie Pseudomonas
fluorescens, além de alterar os alimentos com a producdo de enzimas
termorresistentes, € a espécie mais comumente isolada da superficie dos tetos e do
Ubere. A presenca de um grande numero de espécies de microrganismos
psicrotroficos pode estar relacionada com a ocorréncia de toxinfecgdes alimentares
humanas ou com a deterioragdo e perda de qualidade sensorial dos alimentos
(SANTOS e FONSECA, 2001). O género Pseudomonas spp. representa cerca de
10% da microbiota total no leite recém obtido, mas torna-se o género predominante
em leite mantido sob refrigeracao (MUIR, 1996).

Muitos autores (SANTOS e FONSECA, 2001; RUAS-MADIEDO et al., 1998b;
SORHAUG e STEPANIAK, 1997) relatam que o género Pseudomonas nao sobrevive
a pasteurizacao do leite, porém, Dogan e Boor (2003) observaram que quando a
carga inicial deste microrganismo é muito elevada, parte deles pode sobreviver ao
tratamento térmico de pasteurizagdo. Segundo Furtado (2005), se o numero de
psicrotréficos no leite refrigerado nao exceder de 500.000 a 1.000.000 por mL, nédo ha
motivos para preocupacdo se o leite for imediatamente pasteurizado. Entretanto,
quando o numero exceder a 5 milhdes/mL ha um consideravel risco de alteracdo das

proteinas e gordura do leite.

Silva, Hofer e Tibana (1998) coletaram 47 amostras de queijos Minas Frescal e
3 amostras de queijos Ricota em 5 diferentes supermercados e 2 feiras livres da
cidade do Rio de Janeiro. Das 47 amostras de queijos Minas Frescal, 30 foram
fabricadas industrialmente e 17, artesanalmente. Dez amostras (58,8%) dos queijos
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Minas Frescal fabricados artesanalmente apresentaram presenca de Listeria spp.,
sendo que 41,17% foram positivas para Listeria monocytogenes. Dos queijos Ricota e
Minas Frescal fabricados industrialmente, 10 amostras (30%) apresentaram presenca
de Listeria spp., sendo que 3% foram positivas para Listeria monocytogenes.

O queijo Minas Frescal comercializado na regido de Campinas — SP foi
avaliado em trabalhos de Vieira (2000) e Carvalho, Viotto e Kuaye (2007). Em vinte
amostras analisadas por Vieira (2000), 25% estavam contaminadas por Listeria
monocytogenes, 40% por Listeria innocua, 20% por Listeria welshimeri e 5% por
Listeria seeligeri. Analisando 93 amostras do produto, Carvalho, Viotto e Kuaye (2007)
verificaram que 11,8% das amostras apresentavam contaminag&o por Listeria spp.,
sendo 3% por Listeria monocytogenes e 8% por Listeria innocua.

Naldini (2002), através de inoculagdo experimental, verificou a viabilidade de
Listeria monocytogenes inoculada em queijos Minas frescal produzidos com adi¢ao de
cultura lactica (1%) e com acidificacdo do leite com acido lactico (0,025%v/v),
estocados por vinte e cinco dias em temperaturas de refrigeracao (5 e 10°C). O autor
verificou uma elevacao da populagao do microrganismo de até trés ciclos logaritmicos
nos queijos produzidos com acidificagdo direta, em ambas as temperaturas de
armazenamento, enquanto o queijo produzido com adicdo de cultura lactica
apresentou contagens de Listeria monocytogenes praticamente inalteradas durante
todo o periodo de armazenamento, a 5 e 10°C.

Além dos patdgenos, existem os microrganismos indicadores, que sao aqueles
que quando presentes em um alimento podem fornecer informacdes sobre a
ocorréncia de contaminagdo em um alimento, sobre a provavel presengca de
patégenos ou sobre o estagio de deterioragdo de um alimento. Eles também séo
importantes, pois indicam condigbes sanitarias inadequadas durante o
processamento, producao ou armazenamento (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

A contaminagcdo mais comum vem do grupo coliforme. Os coliformes sao
bactérias gram-negativas, fermentadoras de lactose e produtoras de acido e gas. O
principal género de coliforme encontrado no queijo é Escherichia coli (JAY, 2000). A
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presenca de coliformes totais e fecais indica condi¢gbes higiénicas insatisfatérias, com
provavel contaminacao pés-processamento; deficiéncia nos processos de limpeza,
sanificacao e tratamento térmico; e multiplicagdo durante o processo ou estocagem.
Os coliformes estdo relacionados com o estufamento precoce do queijo devido a
producao de gases; além disso, eles acidificam o produto, ocasionando alteracdo no
sabor (CARVALHO, 2003; MORA et al., 2007). O uso de fermento lactico mesofilico
homofermentador ajuda a inibir estas contaminagbes, mas torna o queijo mais &cido,
0 que parece desagradar a maioria dos consumidores do queijo Minas Frescal
(FURTADO, 2005).

Estudo realizado por Oliveira et al. (1998) relatou a deteccdo de coliformes
totais e fecais acima dos niveis permitidos, respectivamente, em 46,9% e 9,4% das 32
amostras de queijo Minas Frescal elaboradas por seis féabricas de laticinios
localizadas na regido nordeste do estado de Séao Paulo.

Pereira et al. (1999a) observaram em Belo Horizonte que 90% das 20 amostras
de queijo Minas Frescal analisadas no periodo de 1995-96 apresentaram coliformes
fecais acima dos limites estabelecidos por lei.

Em 2002, o Programa Paulista de Analise Fiscal, instituido pelo Centro de
Vigilancia Sanitaria em conjunto com o Instituto Adolfo Lutz, analisou 123 amostras de
queijo Minas Frescal. Destas amostras, 35 (28,5%) nao estavam em conformidade
com os padrdes microbiologicos para coliformes totais, coliformes fecais e
Staphylococcus aureus. De acordo com este programa, o queijo Minas Frescal foi
inserido na categoria de produtos que apresentam maiores riscos de causarem
doencas transmitidas por alimentos (SAO PAULO, 2003).

Para prevenir a contaminacdo pelos coliformes é necessario haver uma
matéria-prima de boa qualidade, higiene durante o processamento, tanto de
equipamentos e utensilios, quanto de manipuladores e condigbes adequadas de
conservacgao (BISHOP e WHITE, 1986).
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Bactérias aerdbias mesoéfilas sdo um dos indicadores microbiol6gicos de
qualidade mais comumente utilizados, mas nao sao aplicaveis aos alimentos que
sofrem o processo de fermentacdo. Estes microrganismos se desenvolvem em
temperaturas entre 20 e 45°C, sendo que a temperatura étima de multiplicacdo € em
torno de 32°C. Fermentam a lactose do leite, produzindo principalmente acido lactico
e reduzindo o valor comercial do leite. Paises de clima tropical apresentam condi¢oes
para o rapido desenvolvimento deste grupo microbiano (FRANCO e LANDGRAF,
1996). A importancia deste grupo de bactérias se deve ao fato de compreender a
maioria dos contaminantes comuns do leite, tanto deteriorantes quanto patégenos.
Desta forma, sua contagem € considerada um bom indicador da qualidade
microbioldgica do queijo (JAY, 2000).

As bactérias lacticas tém grande importancia econdémica, ja que de forma
natural ou adicionada intencionalmente, desempenham importante papel na
fermentacao de grande variedade de alimentos. Sua atividade metabdlica ndo apenas
contribui para o desenvolvimento de caracteristicas sensoriais desejaveis, como
também permite conservar ou aumentar o valor nutritivo da matéria-prima (MAGRO et
al., 2000).

Bactérias lacticas constituem um grupo de microrganismos gram-positivos e
nao produtores de catalase muito heterogéneo. Os géneros tradicionais sao:
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc e Carnobacterium (SCHLEIFER et al., 1995).

A capacidade de produzir grande quantidade de acidos organicos
(fundamentalmente acido lactico), por fermentarem os carboidratos presentes nos
alimentos e, consequiientemente, reduzirem o pH, é o fator primario em que se baseia
a atividade antimicrobiana das bactérias lacticas (MAGRO et al., 2000). Além disso,
as bactérias lacticas tém capacidade de produzir outras substancias inibitérias, tais
como: peréxido de hidrogénio, diacetil, metabdlitos de oxigénio e substancias
antimicrobianas de natureza protéica denominadas bacteriocinas (PIARD e
DESMAZEAUD, 1991).
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InUmeras industrias sob inspegao de érgaos competentes produzem o queijo
Minas Frescal respeitando as normas vigentes, inclusive as de boas praticas de
fabricacdo, buscando a obtencdo de um produto compativel com o padrao de
qualidade estabelecido. Entretanto, devido a simplicidade de sua produgao, muitos
destes queijos sao de fabricagdo caseira, onde o controle € menos eficiente, inclusive
por falta de conhecimentos adequados ao processamento. Para a obtengdo de um
produto de qualidade, independentemente da escala de produgdo, deve-se controlar
as condicdes higiénico-sanitarias e utilizar as boas praticas de higiene durante todo o
processamento (PERESI et al., 2001).

3.4. Adicao de CO; ao leite e ao queijo

A vida de prateleira de produtos lacteos nao estéreis, incluindo leite
pasteurizado, queijo cottage, queijo Minas Frescal, e alguns tipos de iogurte e
produtos lacteos fermentados, é geralmente limitada de 1 a 3 semanas, dependendo
da qualidade dos ingredientes, condicdes do processo e manipulacdo pods-
processamento (HOTCHKISS, WERNER e LEE , 2006).

A temperatura de armazenamento do leite ap6s ordenha é um dos principais
fatores que determinam sua vida de prateleira. Os microrganismos mesofilos
provocam acidificagdo do leite pelo acumulo de acido lactico, resultante da
fermentacdo da lactose. O emprego de programas de resfriamento do leite na
fazenda, apds ordenha, melhorou significativamente a qualidade do leite, porém,
favoreceu a multiplicagdo de microrganismos psicrotroficos, que embora sejam
eliminados durante o tratamento térmico, produzem enzimas proteoliticas e lipoliticas
que nao sao inativadas nos tratamentos usuais da industria lactea (SANTOS e
FONSECA, 2001).

Um dos procedimentos que tem sido proposto para controlar as bactérias
psicrotroficas em leite cru € o tratamento do leite refrigerado com CO,. O CO, desloca
o O, do meio, e ao se dissolver no leite, abaixa o pH e forma acido carbbnico na fase
aquosa (BUTLER, 1982):
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CO, dissolvido + H,O « H,CO3
H2C03 > HC03 + H+
HCOs > COs + HJr

Além disto, o CO, tem um efeito direto no metabolismo dos microrganismos
independente do efeito da reducao de pH e do deslocamento de O, (DANIELS,
KRISHNAMURTHI e RIZVI, 1985). Este efeito ocorre, pois o CO, é altamente soluvel
em materiais hidrofébicos como os lipidios. Assim, o CO, se concentra na membrana
lipidica das células das bactérias e age destruindo as propriedades fisico-quimicas da
membrana. Quando o CO, se concentra na membrana intracelular, ele pode estimular
ciclos ineficazes, reacdes de carboxilacao e descarboxilacdo, as quais sdo comuns
para todas as células, sem resultados benéficos, resultando em energia gasta e perda
de ATP, ndo ocorrendo, consequentemente, a multiplicacdo das células dos
microrganismos (STRETTON et al., 1996).

Varios estudos tém mostrado que o uso de CO. no leite diminui a velocidade
de desenvolvimento de microrganismos. Amigo, Olano e Calvo (1995) reduziram o pH
do leite de 6,7 para 6,2 e 6,0 com adigdo de CO, e observaram que estes tratamentos

diminuiram o crescimento de Pseudomonas spp.

Espie e Madden (1997) estudaram o efeito da injecdo de 30 e 45mM de CO,
ao leite cru armazenado por 7 dias a 6°C. As analises microbiolégicas realizadas
foram: coliformes a 45°C, contagem de psicrotréficos, contagem total de meséfilos
aerobios e Lactobacillus. Com excecdo do Lactobacillus, os demais grupos de
microrganismos demonstraram inibicado da multiplicacdo devido a adicao de CO,. Os
autores concluiram que uma manutengao da qualidade microbiol6gica pode ocorrer

com a adi¢ao de CO; ao leite cru.

Martin, Werner e Hotchkiss (2003), observaram o efeito da injegdo de
diferentes concentragées de CO, (0,6 a 61,4 mM) sobre a multiplicagdo microbiana
em leite cru mantido a 6°C. Os resultados mostraram que o CO. inibiu

significativamente o desenvolvimento de Pseudomonas fluorescens, Escherichia coli,
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Listeria monocytogenes, Bacillus spp., Enterococcus faecalis, em todas as
concentracoes testadas, através da reducdo das fases lag, log e estacionéaria. O
aumento da concentracao de CO, injetada aumentou a inibicdo dos microrganismos.

Calvo, Montilla e Olano (1993), observaram que a acidificacao do leite cru com
CO,, em pH entre 6,0 e 6,5, inibiu 0 crescimento de bactérias psicrotréficas durante o
armazenamento refrigerado (4°C), evitando a diminuigdo do rendimento dos queijos
Ibérico (queijo espanhol semi-duro). Ja em outros estudos (RUAS-MADIEDO et al.,
1998a; RUAS-MADIEDO et al., 1998b) observou-se que o rendimento de queijos com
adicao de CO, nao diferiu significativamente dos queijos controle.

Montilla, Calvo e Olano (1995) fabricaram queijo Ibérico com leite pasteurizado
(controle), leite pasteurizado acidificado a pH 6,0 com adicdo de CO. e leite cru
acidificado a pH 6,0 com adi¢do de CO,. Na producgéo dos queijos com adicao de CO,
houve reducdo de 75% do coalho necessario para a coagulacdo, o que foi
acompanhado pela reducao da protedlise. Além disto, os queijos ndo apresentaram
diferencas significativas nas suas caracteristicas sensoriais. Os autores concluiram
que os queijos fabricados tanto com leite cru como com leite pasteurizado,
adicionados de CO,, nao apresentaram problemas no rendimento, além de

apresentarem menor protedlise.

Ruas-Madiedo et al. (1998a) adicionaram CO, ao leite cru para fabricacdo do
queijo Afuega’l Pitu, um queijo espanhol de coagulagao acida e com curto periodo de
maturagao, e armazenaram o leite por 4 dias em temperatura de refrigeragao (4°C),
antes da pasteurizacdo. O tratamento com CO. reduziu os niveis de protedlise
durante os primeiros estagios de fabricagao do queijo e, conseqliientemente, preveniu

significativamente a diminuigéo do seu rendimento.

Ruas-Madiedo et al. (2002), produziram queijo Manchego, um queijo espanhol
duro, através da acidificagao do leite cru com CO, a pH 6,2. O tratamento com CO,
modificou os parametros tecnologicos da producao de queijo: o tempo de coagulacao
foi reduzido, a dureza da coalhada foi aumentada, porém nao houve diferenca
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significativa no rendimento deste queijo, quando comparado ao queijo controle, sem

adicao de CO; ao leite.

Nelson, Lynch e Barbano (2004a) acidificaram o leite pasteurizado com 35mM
de CO, para producédo de queijo Cheddar. Uma significativa redugdao no tempo de
coagulacao foi observada comparando com o queijo controle. Queijos fabricados com
leite adicionado de CO, tiveram menos gordura total e célcio do que os queijos
controle, devido ao baixo pH (5,96) durante a etapa de drenagem do soro, enquanto
que o teor de proteina nao foi afetado.

A adicao direta do CO, em produtos lacteos tem sido bastante estudada, sendo
economicamente viavel em leites e queijos. Grandes extensdes de vida de prateleira
(200% a 400%) tém sido realizadas pelo seu uso, aumentando a seguranga do
produto e melhorando a sua qualidade (HOTCHKISS, WERNER e LEE, 2006).

Através das pesquisas relatadas, observa-se que o CO,, além de inibir a
multiplicacdo de microrganismos psicrotroficos, pode ser usado como um recurso
tecnologico na fabricacdo de queijos, pois ele pode afetar as caracteristicas de
processo pela diminuicdo do pH no tanque de fabricacao, reducdo da quantidade de
coalho, mudancgas na composicao do produto e aumento do rendimento e da vida de
prateleira dos queijos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Leite

O leite utilizado como matéria-prima para o experimento foi proveniente de
vacas leiteiras da fazenda Atti Latte, localizada na cidade de Itatiba-SP. Para cada
processamento, foram coletados 60 litros de leite cru resfriado (5°C), que foram
transportados para a planta piloto de Leite e Derivados da Faculdade de Engenharia
de Alimentos/UNICAMP.

Ap6s a coleta de amostras para a caracterizagdo da matéria-prima, foi
realizada a pasteurizagao do leite a 72°C por 15 segundos em trocador de calor a
placas, com capacidade de 100 litros/hora. O leite foi, entdo, armazenado em camara
fria (5 £ 1°C) até o dia seguinte para a fabricagdao dos queijos.

4.2. Fabricacao do queijo Minas Frescal

O esquema geral do trabalho é apresentado na Figura 4.1. Foram feitas trés
repeticbes completas do processamento.
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Apos pasteurizagao, o leite (60 litros) foi dividido em trés porgdes de 20 litros
cada. A primeira foi utilizada para fabricagdo do queijo Minas Frescal controle, que foi
fabricado com adicdo de 1% de cultura lactica mesofilica tipo O. A segunda e a
terceira porgdes foram acidificadas, respectivamente, pela adicdo de acido lactico
(solucao de 10%) e dioxido de carbono ao leite, respectivamente, até que o pH 6,2
fosse atingido. O CO, foi borbulhado no leite utilizando-se uma mangueira perfurada.
A partir do leite submetido a esses diferentes tratamentos seguiu-se o mesmo
protocolo para fabricagcdo de queijo Minas Frescal, conforme Oliveira (1986). Aos
leites a 35°C adicionaram-se cloreto de calcio (250 ppm) e coalho em pé.

O tempo necessario para atingir o ponto de corte foi controlado e, em seguida,
o coagulo formado foi cortado utilizando-se liras verticais e horizontais, para obtencao
de cubos de 1,5-2,0 cm. Foi feita a mexedura (30 minutos), dessoragem parcial e
salga na massa. O sal foi diluido em agua quente, na propor¢ao de 2,1% do peso do
leite e, ap6s resfriamento até 35°C, a solugéo foi adicionada na massa parcialmente
dessorada. Promoveu-se a remocdo de aproximadamente 9,6 kg de soro para
padronizacdo da quantidade de massa e soro a ser salgada. Depois, foi realizada a
dessoragem total, enformagem e viragens. Foram feitas as seguintes viragens: duas
de 5 minutos, duas de 10 minutos e uma de 20 minutos. Apds as viragens, 0s queijos,
mantidos nas frmas, foram armazenados por 24 horas em camara fria (5 = 1°C). No
dia seguinte, foram embalados em seladora a vacuo e armazenados em camara fria
(5 £ 1°C).

A cultura lactica utilizada foi o fermento mesofilico tipo O, da marca Ezal
DriedMA, homofermentativo, constituido de Lactococcus lactis subsp. lactis e
Lactococcus lactis subsp. cremoris. Para o preparo do fermento, inoculou-se 0,05 g da
cultura liofilizada em 1000 mL do leite e incubou-se em estufa a 30°C, por 6 horas.

Utilizou-se coalho em pd, marca Ha-La, fabricado pela Christian Hansen,
composto de quimosina e pepsina bovina. A forga do coalho foi determinada através
da metodologia descrita pela Instrucdo Normativa N°68 (BRASIL, 2006), que se
fundamenta na determinacao do tempo de coagulacdo de um volume de leite, a 35T,
por uma quantidade de coalho conhecida, baseada na propriedade que tem a
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quimosina do coalho de desdobrar a caseina do leite. Para a realizagdo da andlise,
transferiu-se 100 mL de leite para um baldo de 250 mL, que foi mantido a 35C. Em
seguida, adicionou-se 1 mL da solucao de coalho preparada a partir de 1g do coalho e
100 mL de solugao de cloreto de sodio 7%. Logo apds a adi¢cdo do coalho, acionou-se
o cronbmetro e girou-se vagarosamente o baldo até o aparecimento de grumos finos
na parede do frasco. A determinacao foi feita em triplicada e o resultado foi expresso
em segundos utilizando-se a média de dois valores que nao variaram mais de 10

segundos entre si:

Poder coagulante = V x 2400
T
Onde:
V = volume de leite utilizado na prova, em mL, multiplicado por 100 (coalho em pd);
2400 = tempo, em segundos, gasto para coagular 100 mL de leite cru com coalho
padrao (teoricamente);
T = tempo, em segundos, gasto para coagular 100 mL de leite cru, usando a solugéao

de coalho em exame.

4.3. Amostragem e analises realizadas

Conforme apresentado no fluxograma geral de trabalho (Figura 4.1), foram
coletadas amostras de leite cru, leite pasteurizado, soros e queijos para a realizagao
de analises fisico-quimicas e microbiolégicas. O resumo das analises realizadas para
cada uma das amostras é apresentado na Tabela 4.1.

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Leite e
Derivados do Departamento de Tecnologia de Alimentos — FEA/UNICAMP. O leite cru
foi analisado quanto ao pH, acidez, gordura, densidade, extrato seco total utilizando-
se Disco de Arckermann, fosfatase, peroxidase e contagem total de microrganismos
mesdfilos aerdbios. O leite pasteurizado foi submetido as andlises de fosfatase e
peroxidase para avaliacao da eficiéncia da pasteurizacao. Neste leite foram realizadas
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as andlises de pH, acidez, extrato seco total, nitrogénio total, nitrogénio soltvel em pH
4,6, nitrogénio soluvel em acido tricloroacético (TCA) 12%, gordura, cinzas, lactose,

coliformes totais e fecais e contagem total de microrganismos mesdéfilos aerébios.

No soro do queijo (de cada processamento) foram feitas as seguintes
determinagdes analiticas: pH, acidez, extrato seco total, nitrogénio total, nitrogénio
soluvel em pH 4,6, nitrogénio solivel em acido tricloroacético (TCA) 12%, gordura,

cinzas e lactose.

Os queijos fabricados a partir de leite adicionado de cultura lactica (controle) e
de leite acidificado através da adigao de &cido lactico ou CO, foram avaliados quanto
ao pH, umidade, nitrogénio total, nitrogénio soltvel em pH 4,6, nitrogénio soluvel em
acido tricloroacético (TCA) 12%, gordura, cinzas e sal. A protedlise dos queijos,
expressa como indice de extensao e profundidade de protedlise, foi avaliada apés 1,
7, 13, 19 e 25 dias de armazenamento refrigerado dos produtos, através das
determinagdes de nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6 e nitrogénio sollvel
em &cido tricloroacético (TCA) 12%.

Um dia apdés a fabricagdo dos queijos, foram realizadas as anadlises
microbiolégicas, conforme estabelecido pelo Regulamento Técnico sobre Padrbes
Microbiolégicos para Alimentos — RDC N? 12/2001 (BRASIL, 2001): Staphylococcus
coagulase positiva, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e coliformes totais e
fecais, no Laboratério de Higiene do Departamento de Tecnologia de Alimentos —
FEA/UNICAMP. Neste mesmo dia foram realizadas as analises de contagem total de
microrganismos mesdfilos aerdbios, bactérias lacticas, bolores e leveduras,
psicrotréficos e Pseudomonas spp. dos queijos, no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos — FEA/UNICAMP. Estas
andlises foram também realizadas apds 7, 13, 19 e 25 dias de armazenamento
refrigerado dos queijos.

O leite e os queijos foram analisados quanto a concentragdo de dioxido de

carbono. O leite controle e o leite adicionado de CO, foram analisados no dia do
processamento. Os queijos controle e os obtidos a partir do leite acidificado através
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da adicado de é&cido lactico ou de CO, foram analisados no dia do processamento e
durante a vida de prateleira, apés 7, 13, 19 e 25 dias de armazenamento.

O pH, durante o processo de fabricagao dos queijos, foi avaliado nas etapas de
corte, agitacao, repouso, salga e viragens dos queijos.
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Tabela 4.1. Andlises realizadas no leite cru, leite pasteurizado, soros e queijos

Leite cru Leite Soros Queijos
pasteurizado

pH X X X X
Acidez X X X
Fosfatase X X
Peroxidase X X
Extrato Seco Total (Disco de X
Arckermann)
Extrato Seco Total X X X
Gordura X X X X
Densidade X
Proteina Total X X X
Nitrogénio soluvel em pH 4,6 X X X
Nitrogénio soluvel em TCA X X X
12%
Cinzas X X X
Lactose X X
Sal X
Contagem total de X X X
microrganismos mesofilos
aerdbios
Contagem de bactérias X
lacticas
Contagem de bolores e X
leveduras
Contagem de psicrotréficos X
Contagem de Pseudomonas X
spp.
Coliformes totais X X
Coliformes fecais X X
Salmonella spp. X
Staphylococcus aureus X
Listeria monocytogenes X
Concentracao de CO, X X
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A determinagao da recuperacao dos constituintes do leite e do rendimento dos
processos foi baseada na composicao fisico-quimica do leite, soro e queijo, conforme
descrito por Furtado e Wolfschoon-Pombo (1979). No presente estudo, a recuperagao
foi calculada para a gordura e proteina do leite, para o queijo e para o soro, da

seguinte forma:

Recuperacao da proteina do leite para:

* Queijo = proteina do queijo (%) x massa do queijo (kg) x 100

proteina do leite (%) x massa do leite (kg)

* Soro = proteina do soro (%) x massa do soro (kg) x 100

proteina do leite (%) x massa do leite (kg)

Recuperacgao da gordura do leite para:

* Queijo = gordura do queijo (%) x massa do queijo (kg) x 100

gordura do leite (%) x massa do leite (kg)

» Soro = gordura do soro (%) x massa do soro (kg) x 100

gordura do leite (%) x massa do leite (kg)

O rendimento foi determinado considerando a massa de leite processado e a
massa de queijo obtido depois de 24 horas de armazenamento refrigerado. O
rendimento foi calculado e expresso da seguinte forma (LUCEY e KELLY, 2004):

- Rendimento (R) com base na massa do queijo pela massa de leite:

R = massa de queijo x 100

massa de leite

- Rendimento ajustado (Raj) ao teor de umidade e de sal (SPADOTI, 2003):
Raj = R x 100 — (% umidade real + % sal real)

100 — (% umidade desejada + % sal desejada)
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- Rendimento em base seca (Rbs) (GIGANTE, 1991):
Rbs = Massa de queijo x % so6lidos do queijo x 100

Massa de leite x % sélidos do leite
Onde:
% umidade real = % umidade do queijo
% de sal = % de sal do queijo
% umidade desejada= 57 %

% sal desejada= 1,5 %

4.4. Determinacoes analiticas

4.4.1. Analises fisico-quimicas

Para constituicdo de uma amostra representativa a ser utilizada nas detecgdes
analiticas, os leites foram previamente homogeneizados e, 0s queijos, foram
randomicamente escolhidos, triturados em multiprocessador e homogeneizados. O
mesmo procedimento de amostragem foi repetido para as determinac¢des ao longo do
tempo de vida de prateleira. As determinacbes analiticas foram realizadas em
triplicata, de acordo com as seguintes metodologias:

pH: determinado por potenciémetro previamente calibrado, introduzindo-se o eletrodo
diretamente nas amostras (LANARA, 1981);

Densidade: determinada introduzindo o termolactodensimetro em 1000 mL de
amostra (LANARA, 1981);

Peroxidase: a atividade da enzima foi avaliada segundo metodologia descrita no
Lanara (1981), a qual se baseia no potencial da enzima, quando ativa, de hidrolisar o
peroxido de hidrogénio, liberando oxigénio, que transforma o guaiacol da sua forma
leuco para sua forma corada;

Fosfatase: a atividade da enzima foi avaliada segundo metodologia descrita na
AOAC 33.2.50 (1995), a qual se baseia no potencial da enzima, quando ativa, de
hidrolisar os ésteres fosféricos, com liberacdo de fenol. Este condensa com a 2.6

33



4. MATERIAL E METODOS

dibromo ou 2.6 dicloroquinona cloroimida formando um indofenol que em meio
alcalino apresenta coloragao azul,
Acidez titulavel: determinada por titulacdo da amostra com hidréxido de sédio N/9
(solugao Dornic), em presenga de indicador fenolftaleina, segundo a metodologia
AOAC 947.05 (1995);
Extrato Seco Total: determinado por secagem em estufa a 105C, de acord o com
AOAC 925.23 (1995) para leite pasteurizado, soro e queijo, e utilizando-se o disco de
Arckermann para leite cru;
Gordura: determinado pelo Método de Gerber para leite e queijo, de acordo com
British Standard Institution (1989); e pelo método de Mojonnier para o soro, de acordo
com AOAC (1995);
Gordura no extrato seco (GES): o teor de gordura no extrato seco (GES) do queijo
foi obtido pela seguinte relagéo:

GES = % gordura x 100

% extrato seco total

Nitrogénio total (NT): foi determinado através do método micro-Kjeldahl para o leite e
soro, e através do método macro-Kjeldahl para o queijo, de acordo com AOAC (1995).
O fator de conversao de nitrogénio para proteina usado foi 6,38;
Nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NNC): foi determinado através do nitrogénio soltvel
do sobrenadante apOs a precipitacao isoelétrica das caseinas, pelo método macro-
Kjeldahl para leite, soro e queijo, de acordo com AOAC (1995);
Nitrogénio soluvel em acido tricloroacético (TCA) 12% (NNP): foi determinado
através do nitrogénio soltvel no sobrenadante apds a precipitagao das proteinas com
TCA 12%, pelo método micro-Kjeldahl para leite e soro e macro-Kjeldahl para queijo,
de acordo com AOAC (1995);
indice de extenséo de protedlise: foi calculado pela férmula seguinte:
IEP = %Nitrogénio soluvel em pH 4.6

%Nitrogénio total
indice de profundidade de protedlise: foi calculado pela férmula seguinte:
IPP = %Nitrogénio soluvel em TCA 12%
Y%Nitrogénio total

Proteina verdadeira: foi calculado pela formula seguinte:
Pv = (%Nitrogénio total - %Nitrogénio soluvel em TCA 12%) x 6,38
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% Caseina: foi calculado pela férmula seguinte:
% Caseina = (%Nitrogénio total - %Nitrogénio soluvel em pH 4,6) x 6,38
% Caseina Intacta: foi calculado pela formula seguinte:
%Caseina Intacta = (%Caseina/ %Proteina verdadeira) x 100
Lactose: foi determinado segundo LANARA (1981), através da precipitagcdo do 6xido
cuproso da solugao de Fehling pela agao redutora do agucar invertido;
Cinzas: determinado por incineracdo da amostra a 550C, de acordo com AOAC
935.42 (1995);
Teor de Sal: determinado pelo método de Volhard (RICHARDSON,1985).
Sal por umidade (S/U): o teor de sal na umidade (S/U) do queijo foi obtido pela
seguinte relacao:

S/U = % sal x 100

% umidade

4.4.2. Avaliacao da concentracao de CO, no leite e nos queijos

A concentragdo de CO; no leite foi determinada através de uma curva padréo.
Esta curva foi construida a partir do leite pasteurizado, que corresponde ao ponto zero
de calibragdo do equipamento, adicionado de NaHCOj3; (0,057M) e agua ultra-pura
degaseificada em diferentes proporgdes para obtengcdo de concentragdes conhecidas
de CO, (Tabela 4.2), conforme descrito por Ma et al. (2001). A porcentagem de CO,
foi obtida através da leitura no analisador de CO, (MOCON), apés adi¢cao de H,SO,4 e
liberagdo do CO. dissolvido no leite para o espacgo livre dos frascos. A Figura 4.2
apresenta um exemplo de curva padrao de CO, em leite. Para cada processamento
foi determinada uma curva padrao para o leite utilizado.
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Tabela 4.2. Quantidade de solugao padrao de bicarbonato de sddio e agua ultra-pura

degaseificada para a construcao da curva padrao de CO, em leite.

Amostra Volume de Volume de agua ppm de CO,
bicarbonato de so6dio (mL)
(mL)
1 0 12 0
2 1 11 100
3 2 10 200
4 4 8 400
5 6 6 600
6 8 4 800
7 10 2 1000
8 12 0 1200
14 -
12 A
10 - >
o 8
@)
& 6
= R2 = 0,9959
4 i
2 i
D T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
ppm CO2

Figura 4.2. Curva padrao de CO, em leite (y = 0,01x + 0,0643)
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A concentragcdo de CO, no queijo foi determinado através da curva padrao,

conforme metodologia descrita por Nelson, Lynch e Barbano (2004b). Esta curva foi

construida a partir do queijo controle, que corresponde ao ponto zero de calibragdo do

equipamento, adicionado de NaHCOj3; (0,057M) e &gua ultra-pura degaseificada em

diferentes proporgcées para obtencdo de concentragcdes conhecidas de CO, (Tabela

4.3). A porcentagem de CO. foi obtida através da leitura no analisador de CO,

(MOCON) apés adicao de H.SO, e liberagdo do CO, dissolvido no queijo para o

espaco livre dos frascos. A Figura 4.3 apresenta um exemplo de curva padrao de CO,

em queijo. Para cada processamento foi determinada uma curva padréo para o queijo

controle.

Tabela 4.3. Quantidade de solugéo padréo de bicarbonato de sédio e dgua ultra-pura

desgaseificada para a construgcéo da curva padrao de CO, em queijo.

Amostra Volume de Volume de agua ppm de CO,
bicarbonato de sodio (mL)
(mL)
1 0 20 0
2 5 15 325
3 10 10 650
4 15 5 975
5 20 0 1300
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% CO2
o

R2=0,9955

0 260 520 780 1040 1300
ppm CO2

Figura 4.3.

Curva padrao de CO, em queijo (y = 0,0022x + 0,1011)

4.4.3. Analises microbioldgicas

Para realizagdo das analises microbiologicas, os queijos foram escolhidos
aleatoriamente. Fez-se a desinfeccdo da area externa da embalagem com etanol

70%, para
pequenas

homogeneizagdo das amostras. Adicionou-se 90 mL de citrato de sodio 2%,
homogeneizou-se por 60 segundos e imediatamente utilizou-se para as andlises
microbioldgicas. A partir desta diluicdo foram preparadas as diluicdes subseqlentes
necessarias para a analise, utilizando o mesmo diluente. Todo material utilizado foi

previamente esterilizado. As andlises microbiol6gicas foram realizadas em camara de

remover 0s contaminantes presentes. Os queijos foram cortados em

fatias e pesou-se 10 g da amostra em saco Stomacher para

fluxo laminar seguindo-se as seguintes metodologias:

38




4. MATERIAL E METODOS

Contagem total de microrganismos mesofilos aerébios: contagem pelo método de
semeadura em profundidade, utilizando agar padrao (PCA) e incubacéo a 35T por 48
horas (APHA, 1992);

Bactérias lacticas: foi feita contagem em agar MRS, pelo método de semeadura em
profundidade e incubagao das placas a 30T por 72 h oras (APHA, 1992);

Bolores e leveduras: contagem pelo método de semeadura em superficie, utilizando
agar batata dextrose (PDA) acidificado (pH 3,5) com solugao de &cido tartarico 10% e
incubacdo a 25T por 5 dias (APHA, 1992);

Psicrotréficos: contagem em agar padrao (PCA), utilizando semeadura em superficie
e incubacgao a 7C por 10 dias (APHA, 1992);

Pseudomonas spp.: contagem em agar de isolamento de Pseudomonas (PIA),
utilizando semeadura em superficie e incubacdo a 30°C por 24 horas (HAYES e
NIELSEN, 2000);

Coliformes a 30-352C e a 45°C: contagem pelo método do nimero mais provavel
(NMP) através das seguintes etapas: 1) Inoculagdo de 1,0 mL da amostra diluida em
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e incubagao por 48 horas a 35T; 2) Transferéncia
de uma algada dos tubos com producgéo de gas para tubos contendo Caldo Bile Verde
Brilhante (VB) e incubacado a 35T por 48 horas; 3) Transferéncia de uma algada dos
tubos com producéo de gas para Caldo E. coli (EC) e incubagcdo em banho-maria a
45,5C por 24 horas (APHA, 1992);

Staphylococcus coagulase positiva: contagem em agar Baird Parker (BP), pelo
método de semeadura em superficie, incubando as placas a 35C por 48 horas. A
confirmagao das col6nias suspeitas foi feita através do teste de coloracao de Gram e
testes bioquimicos de catalase e coagulase (APHA, 2001);

Listeria monocytogenes: 1) Enriquecimento primario de 25 g da amostra em 225 mL
de caldo LEB (Caldo para enriquecimento de Listeria) e incubacao a 30C; 2) Apos 24
e 48 horas, inoculacdo do caldo LEB em caldo MFB (Caldo Fraser Modificado) e
incubacado a 35C/24-48 horas; 3) Transferéncia de 1 alcada dos caldos para agar
LPM (agar cloreto de litio feniletanol moxalactano) e para agar Oxford (OXA); 4)
Identificagao das col6nias através de coloracao de Gram e pelos testes de catalase,
B-hemolise em agar sangue de cavalo, motilidade a 25<C em meio SIM e produgao de
acido a partir da utilizacdo de ramnose, manitol e xilose (WARBURTON, FARBER e
BABIUK, 1991);
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Salmonella spp.: 1) Pré-enriquecimento de 25 g da amostra em 225 mL de agua
peptonada tamponada e incubacao a 35T/18-24 horas; 2) Enriquecimento seletivo
em Caldo Tetrationato (TT) e em Caldo RV (Rappaport-Vassiliadis) e incubacao a
35C/18-24 horas e 427TC/18-24 horas, respectivament e; 3) Isolamento em agar HE
(Hektoen Entérico), agar XLD (Xilose Lisina Desoxicolato) e para agar Bismuto Sulfito
(BS); 4) Identificagdo das colbnias suspeitas em agar Triplice Agucar e Ferro (TSI) e
em agar Lisina e Ferro (LIA) (APHA, 2001).

4.5. Planejamento Estatistico

O planejamento estatistico utilizado foi o Split—plot com trés repeticées, em um
planejamento do tipo fatorial 3 x 5, em blocos completamente aleatorizados. O fator
tratamento teve 3 niveis de variacdo (queijo com adigdo de cultura lactica (controle),
queijo fabricado a partir de leite acidificado através da adicdo de &cido lactico e queijo
fabricado a partir de leite acidificado através da adigcao de CO,) e o fator tempo teve 5
niveis de variagao (1, 7, 13, 19, 25 dias ap6s a fabricagao). Os processamentos foram
considerados como blocos (processo 1, 2 e 3).

O efeito dos tratamentos sobre o rendimento e a composi¢ao fisico-quimica foi
analisado por analise de variancia (ANOVA) de acordo com este delineamento. O
efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento e da interacao destes fatores foi
analisado por analise de variancia de dois fatores (ANOVA) e o Teste de Tukey, ao
nivel de 5% de significancia foi utilizado para comparagao de médias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Leite cru e pasteurizado

As caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas dos leites cru e
pasteurizado sao apresentadas na Tabela 5.1. A composicdo média dos leites
encontra-se dentro dos limites preconizados pela legislagao e literatura (JENNESS,
1988; BRASIL, 1996). Os leites apresentaram resultados satisfatorios em relacéo a
composicao fisico-quimica e semelhantes as de outros trabalhos (CAMPOS, 2000;
DORNELLAS, 1997; ROSSI, 1997).

41



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 5.1. Composicao fisico-quimica média, caracteristica microbiolégica e desvio
padrao (n=3) do leite cru e pasteurizado

Determinacoes Analiticas Leite cru Leite pasteurizado

Analises fisico-quimicas

pH 6,843 £ 0,006 6,81 £ 0,01
Acidez (°D) 15,7 £0,5 15,7+£0,6
Extrato seco total (%) 11,93 £ 0,04* 12,03 £ 0,09
Densidade a 15°C (g/L) 1,030 £ 0,001
Gordura (%) 3,43 £ 0,06 3,43 £ 0,06
Proteina bruta (%) 3,10 £ 0,02
Proteina verdadeira (%) 2,92 + 0,03
Caseina (%) 2,49 £ 0,03
Caseina Intacta (%) 85+1,1
Lactose (%) 4,84 + 0,04
Cinzas (%) 0,72 £ 0,03
Fosfatase Positiva Negativa
Peroxidase Positiva Positiva

Analises microbioldgicas

Contagem Total (log UFC/mI) 5,48 2,43
Coliformes totais (NMP/ml) 4
Coliformes fecais (NMP/ml) <3

* Calculado pelo Disco de Arckermann.

ApOs pasteurizagao, o leite apresentou atividade de peroxidase e auséncia de
atividade de fosfatase, indicando a eficiéncia da pasteurizagdo, o que resultou na
reducao de 3 ciclos logaritmicos, em média, na contagem total de microrganismos

mesofilos aerdbios.
Os resultados das analises de coliformes totais (30-35°C) e fecais (45°C) estao

de acordo com a legislacdo, que estabelece contagem maxima de 4 NMP/mL para
coliformes fecais em leite pasteurizado (BRASIL, 2001).
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5.2. Efeito dos tratamentos sobre o processamento dos queijos

Observa-se na Figura 5.1 que o pH do leite, do queijo controle e dos queijos
obtidos a partir do leite acidificado pela adicdo de acido lactico ou CO, diferiram
significativamente entre si durante o processo de fabricagdo. Como era esperado, o
pH inicial diferiu devido a adi¢ao de acido lactico ou diéxido de carbono ao leite, no
inicio da fabricacdo dos queijos. O leite controle apresentou em média pH 6,83 + 0,01,
enquanto os leites acidificados com &cido lactico ou CO, apresentaram, em média,
pH de 6,24 + 0,03 e pH de 6,27 + 0,03, respectivamente. Observa-se na Figura 5.1
que a diferenca foi mantida durante o processamento, exceto na etapa de viragem
dos queijos, na qual os valores de pH ndo apresentaram diferengas significativas.
Nesta etapa, os queijos controle e obtidos a partir de leite acidificado com &cido
lactico ou CO. apresentaram pH de 6,49 + 0,01, 6,3 + 02 e 64 % 0,1,
respectivamente. A reducao do pH do queijo controle deveu-se a agao das bactérias
lacticas adicionadas no inicio do processo de fabricagcdo do queijo. Apds 24 horas de
armazenamento refrigerado (5 + 1°C), o pH do queijo controle apresentou uma nova
queda, atingindo valores de 5,77 + 0,21, o qual diferiu significativamente do pH dos
queijos fabricados a partir de leite acidificado através da adicdo de acido lactico ou
CO,. Mais uma vez esta queda no pH esta relacionada a atuagdo das bactérias
lacticas no queijo controle.
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7 @ Queijo MF-C
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leite corte agitacdo repouso salga viragem  armazenamento
Etapas do processo

Figura 5.1. pH dos leites e comportamento do pH dos queijos Minas Frescal durante a
fabricacdo (n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle; Queijo MF-AL — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite
acidificado através da adigao de &cido lactico; Queijo MF-CO. — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite
acidificado através da adigdo COs..

2 valores com a mesma letra ndo diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa.

Cabe ainda destacar que o pH do queijo controle diminuiu durante o processo
de fabricagao, enquanto o pH dos queijos obtidos a partir de leite acidificado atraves
da adi¢ao de 4cido lactico ou CO, nao variaram significativamente (Figura 5.2).
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—e— Queijo MF-C
—=— Queijo MF-AL
—a— Queijo MF-CO2

Etapas do processo

Figura 5.2. Valores de pH durante o processo de fabricagdo dos queijos Minas Frescal
(n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de &cido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

2 valores com a mesma letra n&o diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um
mesmo tipo de queijo.

O comportamento do pH € um fator determinante no processo de fabricagao de
queijos, sendo que seu abaixamento reduz o tempo necessario a coagulagao,
favorece a sinérese e a desmineralizacao da massa, podendo afetar a composicao, as
caracteristicas funcionais e o desenvolvimento da microbiota dos queijos (FOX et al.,
2000).

Observa-se na Tabela 5.2 que a acidificacao através da adigdo de acido lactico
ou CO. nao implicou em diferenga significativa no tempo de coagulagéo do leite, que
foi de 7,3 £ 0,6 e 7 £ 1 minuto. Entretanto, o tempo de coagulacao para ambos os
tratamentos foi significativamente menor quando comparado ao queijo controle (35 + 1
minuto). O menor tempo de coagulagdo deveu-se ao melhor desempenho do coalho,
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em meio acido. Além disso, o menor pH favorece o aumento da velocidade de
agregagao micelar, aumentando a firmeza e a consisténcia do gel formado. Isto ocorre
devido a reacao de agregacao micelar, conferida pela diminuigcdo da estabilidade das
micelas, por neutralizacdo das cargas negativas e pela migracdo de fosfato de calcio
intramicelar para a fase aquosa, aumentando disponibilidade de ions célcio em
solucao (FOX et al., 2000; WALSTRA et al., 1999).

Tabela 5.2. Efeito dos tratamentos sobre o tempo de coagulagéo dos leites

Queijo MF-C*  Queijo MF-AL** Queijo MF-CO,***  Valor de p

Tempo de coagulagéao
(minutos) 35+ 1? 7,3+0,6° 7+1° < 0,0001

* Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adi¢éo de cultura lactica;

** Queijo MF-AL — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigio de acido lactico;
*** Queijo MF-CO2 — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢éo de COx.

2 Médias com a mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Neste trabalho, a redugéo de 0,6 unidades de pH (de aproximadamente 6,8
para leite controle para aproximadamente 6,2 para leite acidificado através da adi¢céo
de &cido lactico ou CO,) implicou na reducado de 80% do tempo de coagulagédo. A
reducédo do tempo de coagulagao apéds acidificagao do leite foi também observada por
outros autores. Calvo, Montilla e Olano (1993) verificaram reducdo do tempo de
coagulagao de 80% em queijos espanhois de coagulagdo enzimatica fabricados com
leite pasteurizado. Os autores abaixaram o pH do leite de 6,65 para 6,0 e obtiveram o
mesmo tempo de coagulagdo deste trabalho. Reducdo de 60% no tempo de
coagulagao foi observada por Ruas-Madiedo et al. (2002) na fabricagdo de queijo
Espanhol duro, apds a reducao de 0,5 unidades de pH obtida através da adigao de
CO, ao leite. A reducdo de aproximadamente 11% no tempo de coagulacdo foi
observada por Nelson, Lynch e Barbano (2004a), na fabricacdo de queijo Cheddar,
apos reducgao do pH do leite de 6,65 para 5,93.
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5.3. Efeito dos tratamentos sobre a composicao dos queijos e dos soros

As Tabelas 5.3 e 5.4 apresentam respectivamente a composigao fisico-quimica
dos queijos e dos soros obtidos a partir dos queijos controle e dos leites acidificados
através da adicdo de acido lactico ou CO,. Observa-se na Tabela 5.3 que os
tratamentos afetaram significativamente o pH e os teores de umidade, gordura, cinzas
e sal por umidade dos queijos. Os demais parametros nao foram significativamente
afetados pelos tratamentos.

Tabela 5.3. Composicao fisico-quimica, desvio padrao e valor de p dos queijos (n=3).

Caracteristicas Queijo MF-C* Queijo MF-AL** Queijo MF-CO,*** Valor de p
pH 5,77+ 0,24° 6,30 + 0,072 6,32 +0,15° < 0,0001
Umidade (%) 63,02 +0,20° 57,44 +0,05° 57,62 +0,4° < 0,0001
Gordura (%) 19,10 +1,8° 22,9+0,8° 22,67 £ 0,62 < 0,0001
Sal (%) 1,54 + 0,04 1,54 + 0,04 1,59 + 0,01 0,1484
Sal/umidade (%) 2,44 +0,02° 2,68 +0,03? 2,76 +0,02° < 0,0001
Proteina verdadeira

(%) 14,67 £ 0,42 14,85 + 0,28 14,66 + 0,15 0,6684
Caseina (%) 14,18 + 0,28 14,34 + 0,35 14,13 + 0,17 0,6559
Caseina Intacta (%) 96,72 + 0,83 96,57 + 0,50 96,39 + 0,21 0,7933
Cinzas (%) 3,25+0,12? 2,66 +0,16° 2,76 +0,06° < 0,0001

* Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adi¢éo de cultura lactica;

** Queijo MF-AL — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cao de &cido lactico;
*** Queijo MF-CO2 — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de CO..

2 Médias com a mesma letra na linha ndo diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Apos 24 horas de armazenamento refrigerado, o queijo controle apresentou pH
menor (5,77) que os queijos obtidos a partir de leite acidificado através da adigao de
acido lactico (6,30) ou CO, (6,32), os quais nao diferiram significativamente entre si.
Esta diferenca de pH deveu-se a acao das bactérias lacticas que degradam a lactose
residual do queijo diminuindo seu pH nas primeiras horas de armazenamento. Estes

valores de pH estdo muito proximos dos considerados padrdes para queijo Minas
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Frescal, que s&o, segundo Furtado e Lourengo Neto (1994), 6,1-6,3 para o queijo
fabricado com adi¢do de acido lactico. No processo de fabricagdo, o CO, possui um
papel semelhante ao do acido lactico, pois ele se dissolve no leite e forma acido
carbbnico na fase aquosa (BUTLER, 1982). Diferencas de pH em queijos Minas
Frescal também foram observadas por Campos (2000), em que os queijos fabricados
com adi¢ao de 0,1% e 0,5% de fermento lactico apresentaram pH de 6,28 e 6,16,
respectivamente, enquanto o queijo fabricado sem adicao de fermento, apresentou pH
de 6,37. Dornellas (1997) também observou que o pH dos queijos Minas Frescal
fabricados com fermento lactico e com acido lactico diferiram entre si. O queijo
adicionado de acido lactico apresentou pH de 6,34 e 0 queijo com adi¢ao de fermento
lactico de 5,50, valores estes muito préximos aos observados neste trabalho.

Tabela 5.4. Composicao fisico-quimica, desvio padrdao e valor de p dos soros dos

queijos controle, com adicao de acido lactico e com adicao de CO, (n=3).

Caracteristicas Soro controle Soro AL Soro CO, Valor de p
pH 6,54 + 0,06 6,25 + 0,04 6,43 + 0,03? 0,0005
Acidez (°D) 12,1 +£0,8° 16,2 + 0,8° 15+1,5° < 0,0001
Extrato seco total
(%) 7,18 + 0,032 6,84 + 0,06° 6,81 +0,04° < 0,0001
Gordura (%) 0,91 + 0,062 0,60 + 0,01° 0,56 + 0,02° < 0,0001
Lactose (%) 4,7 +0,1 4,57 £ 0,07 4,46 + 0,06 0,0703
Proteina
verdadeira (%) 1,09 £ 0,09 1,1 +£0,1 1,08 £ 0,09 0,7227
Caseina (%) 0,4+0,2 0,4+0,3 0,38 £ 0,20 0,9530
Cinzas (%) 0,50 £ 0,03 0,51 £0,05 0,46 + 0,06 0,4960

2% Médias com a mesma letra na linha nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Observa-se na Tabela 5.4 que o pH do soro obtido no processamento do
queijo Minas Frescal fabricado por acidificacdo do leite com acido lactico foi
significativamente menor que o pH do soro dos outros dois tratamentos, os quais nao
diferiram significativamente entre si. Esta caracteristica pode ser considerada uma
vantagem do ponto de vista tecnolégico quando se visa o aproveitamento deste

subproduto. Durante o processamento, com a agitagdo da massa (coagulo + soro) no
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tanque de fabricacdo aberto, ha perdas de CO, para a atmosfera (CHAMPAGNE, ST-
GELAIS e CANDOLLE, 1998), e o soro obtido ndo difere do soro do queijo controle
quanto ao pH. No que diz respeito a acidez titulavel, os soros dos trés tratamentos
diferiram significativamente entre si, apresentado maior e menor acidez os soros
obtidos a partir da fabricacdo do queijo com leite acidificado através da adi¢cdo de
acido lactico e adicionado de cultura lactica, respectivamente. A acidez conferida pelo
CO.,, ao soro, pode ser eliminada por agitacdo e aquecimento do soro.

O queijo controle apresentou maior umidade (63,02%) que os obtidos a partir
de leite acidificado através da adicao de acido lactico (57,44%) ou CO, (57,62%), 0s
quais nao diferiram significativamente entre si. Além disso, o queijo controle
apresentou umidade superior a considerada padrao para queijo Minas Frescal que é,
segundo Furtado e Lourengo Neto (1994), 55-58% de umidade. Naldini (2002)
também encontrou teores de umidade do queijo fabricado por acidificacdo do leite
com 4&cido lactico menores do que os teores do queijo fabricado com adicdo de
fermento. O queijo fabricado a partir de leite adicionado de &cido lactico apresentou

60,44% de umidade, enquanto no fabricado com fermento foi de 62,89%.

O menor teor de umidade dos queijos obtidos a partir do leite pré-acidificado
deveu-se a maior sinérese do coagulo no tanque de fabricacéo, a qual é grandemente
governada pelo pH do sistema. Observa-se na Figura 5.1 que o pH do queijo controle
foi significativamente maior que o dos outros dois tratamentos durante praticamente
todo o processamento. Acredita-se que o menor pH no tanque de fabricagdo
favoreceu as interagdes protéicas, 0 que promoveu maior contragdo do coagulo, maior
liberacao de soro e, conseqlientemente, a obtencdo de queijos com menor teor de
umidade (McMAHON, PAULSON e OBERG, 2005). Paralelamente, observa-se na
Tabela 5.4 que os soros obtidos a partir do processamento dos leites acidificados
através da adicao de acido lactico ou CO, apresentaram significativamente menores
teores de extrato seco total quando comparados ao queijo controle.

Outro fendmeno governado pelo pH da massa € o teor de minerais dos
queijos. E amplamente reconhecido na literatura que a reducdo do pH durante o
processo de fabricacdo causa a desmineralizacdo das micelas de caseina
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(McMAHON, PAULSON e OBERG, 2005; LUCEY e FOX, 1993). Embora neste
trabalho ndo se tenha determinado o teor de minerais especificos, pode-se avaliar
este comportamento através do teor de cinzas nos queijos. O queijo controle, cujo pH
permaneceu mais alto durante o processo de fabricagdo (Figuras 5.1 e 5.2)
apresentou também teor de cinzas (3,25%) significativamente maior que os queijos
obtidos a partir de leite acidificado através da adicao de acido lactico (2,66%) e CO,
(2,76%), os quais nao diferiram significativamente entre si. Esta diferenca no teor de
cinzas dos queijos nao se refletiu nos soros. Observa-se na Tabela 5.4 que os teores

de cinzas dos soros nao diferiram significativamente entre si.

Observa-se na Tabela 5.3 que o queijo controle apresentou teor de gordura
significativamente menor (19,10%) que dos queijos obtidos a partir de leite acidificado
através de adicdo de acido lactico (22,9%) ou CO. (22,67%), 0S quais nao
apresentaram diferencas entre si. O teor de gordura do queijo controle encontra-se
dentro da faixa de esperada para este tipo de queijo, que é de 17-19%, enquanto os
gueijos dos outros dois tratamentos apresentaram teor de gordura superior. Variagao
no teor de gordura foi também observada em relagdo aos soros obtidos. Observa-se
na Tabela 5.4 que o soro obtido a partir da fabricacdo do queijo controle apresentou
significativamente maior teor de gordura (0,91%) que os obtidos pelo processamento
do leite acidificado com acido lactico (0,60%) ou CO, (0,56%), 0os quais nao diferiram

entre si.

Um menor teor de gordura em queijos fabricados com adi¢cdo de fermento
lactico também foi observado no trabalho de Campos (2000), em que 0s queijos
Minas Frescal fabricados com adicao de fermento lactico (0,1% e 0,5%) apresentaram
uma tendéncia a menores valores de gordura, 21,83% e 21,92%, respectivamente, do
que o queijo fabricado por acidificagdo com &cido lactico, apresentando um valor de
22,67%. Em relagdo aos soros destes queijos, observou-se um comportamento
semelhante nos teores de gordura quando comparado com 0s nossos dados. O soro
do queijo com maior porcentagem de fermento lactico apresentou um maior teor de
gordura, 0,36%, enquanto o soro do queijo sem adi¢ao de fermento lactico apresentou

um valor menor, 0,30%.
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Os teores de sal dos queijos (Tabela 5.3) ndo variaram significativamente entre
si, entretanto, 0 queijo controle apresentou porcentagem de sal/umidade
significativamente menor do que os queijos obtidos a partir de leite acidificado através
da adi¢ao de acido lactico ou CO,, os quais nao diferiram entre si.

Na Tabela 5.4, pode-se perceber que os teores de lactose, proteina
verdadeira, caseina, relagdo caseina/proteina verdadeira e cinzas dos soros nao
diferiram significativamente entre si. Os resultados médios do soro controle
apresentaram valores semelhantes aos dos soros dos trabalhos de Rossi (1997) e
Dornellas (1997).

O teor de gordura do soro controle foi maior do que o teor do soro com &cido
lactico ou CO.. Este valor maior de gordura foi devido a coalhada menos firme do
gueijo controle, que retém menos elementos do queijo. Esta perda de gordura para o

soro interferiu no seu valor do extrato seco total, que foi maior que dos outros soros.
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5.4. Efeito dos tratamentos sobre a recuperacao dos constituintes do leite e o

rendimento dos queijos

As Figuras 5.3 e 5.4 apresentam a recuperacao de proteina e de gordura para

0 queijo e para o soro em cada tratamento.
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Figura 5.3. Recuperagao de proteina para o0 queijo e o soro para cada tratamento
(n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de &cido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

2 valores com a mesma letra n&o diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um

mesmo tipo de queijo.
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Figura 5.4. Recuperagéo de gordura para o queijo € 0 soro para cada tratamento
(n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.

2® valores com a mesma letra nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um

mesmo tipo de queijo.

Os tratamentos nao afetaram significativamente a recuperacao de proteina do
leite para os queijos e para os soros. Os valores encontrados apresentaram em média
um valor de 71,26% de proteina recuperada, para valores médios de 3,1% de proteina
no leite, estando de acordo com os resultados médios de proteina dos queijos
(14,73%) (Tabela 5.3), os quais nao variaram entre si. Neves-Souza e Silva (2005)
também encontraram valores semelhantes para a recuperacao de proteina do leite em
queijos Minas Frescal. Os autores obtiveram, em média, 72,33% e 73,00% de
proteina recuperada do leite para os queijos fabricados com coalho bovino e coalho

microbiano, respectivamente.
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Os tratamentos afetaram significativamente a recuperacao de gordura do leite
para 0os queijos e para os soros. O queijo controle apresentou uma recuperacao de
gordura menor do que os outros queijos (72,39%). Isto ocorreu devido ao pH de
coagulagao deste queijo (6,83), que foi maior do que nos outros tratamentos (6,21). O
pH mais alto do queijo controle contribui para uma coalhada mais fragil e uma
estrutura mais aberta. Ja os queijos fabricados com leite acidificado apresentaram
uma massa mais compacta, devido as maiores interacdes protéicas em sua estrutura,

aprisionando, assim, quantidades maiores de gordura.

A cifra de transicdo de gordura do queijo Minas Frescal processado com
coalho bovino, no trabalho de Neves-Souza e Silva (2005) estd de acordo com os
valores dos queijos Minas Frescal deste trabalho, fabricados por acidificacao do leite
com acido lactico ou CO.. O valor encontrado pelos autores foi 85,33% de
recuperacao de gordura do leite para o queijo, e os valores dos queijos Minas Frescal
acidificados com &cido lactico ou CO, foram 86,79% e 85,95%, respectivamente.

No estudo desenvolvido por Saboya et al. (1998), os autores fabricaram queijo
Minas Frescal com coalho bovino e cultura lactica e encontraram valores de 92,29%
para recuperagao de gordura do leite para os queijos. Estes autores relataram uma
menor perda da quantidade de gordura no soro (0,3%) em queijos fabricados com
leite com 3,24% de gordura, ao passo que no presente trabalho perdeu-se em média
0,6% e 0,56% de gordura nos soros dos queijos fabricados com leite acidificado com
acido lactico ou CO,, respectivamente, sendo que o leite utilizado nos
processamentos apresentou, em média, 3,43% de gordura. O queijo controle, porém,
apresentou um valor baixo de recuperagdo de gordura devido a uma maior perda da
quantidade de gordura no soro (0,91%).

St-Gelais, Champagne e Bélanger (1997) também observaram uma menor
perda da quantidade de gordura no soro dos queijos fabricados por acidificagdo do
leite com acido lactico ou com CO.,. Os autores afirmam que a atividade da quimosina

€ maior em baixo pH, e, conseqientemente, ocorre maior reten¢cao de gordura nestes
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queijos, devido a melhor formagcdo de uma rede protéica durante a formacgao do
coagulo, aprisionando maior quantidade de gordura.

A Tabela 5.5 apresenta os resultados do rendimento, rendimento ajustado e

rendimento em base seca dos queijos Minas Frescal.

Tabela 5.5. Rendimento queijeiro e desvio padrao dos processos (n=3).

Queijo MF- Queijo MF-
Queijo MF-C* AL** CO*** Valor de p
Rendimento 18 +1,7% 16 +1,7% 16 + 2,0° 0,1817
Rendimento ajustado 16 +1,5% 16 +1,6° 15+1,9% 0,2259
Rendimento base
seca 56 + 5,2° 56 + 5,5° 56 * 6,5° 0,9843

*Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle

**Queijo MF-AL — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado com &acido lactico
***Queijo MF-CO2 — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado com CO;

b Médias com a mesma letra na linha n&o diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Apesar da menor recuperacao de gordura para o queijo controle, observa-se
que isto nao se traduziu em menor rendimento dos queijos. Conforme Tabela 5.5, os
tratamentos ndo afetaram significativamente os rendimentos dos diferentes queijos.
Outros autores também observaram este mesmo comportamento (RUAS-MADIEDO
et al., 1998a; 2002; MCCARNEY, MULLAN e ROWE, 1995 e ST-GELAIS,
CHAMPAGNE e BELANGER, 1997), ndo encontrando diferencas significativas entre
os rendimentos dos queijos controle e dos queijos fabricados com leite acidificado
com diéxido de carbono.

Assim como neste trabalho, McCarney, Mullan e Rowe (1995), ndo observaram
diferencas significativas nos rendimentos de queijos Cheddar, produzidos com e sem
adicao de diéxido de carbono nos leites. Apds 2 dias de armazenamento refrigerado,
o rendimento do queijo controle foi 9,10% e do queijo obtido por acidificagéo do leite
com CO, foi 8,81%. St-Gelais, Champagne e Bélanger (1997) também nao obtiveram
diferencas entre os rendimentos dos queijos Cheddar controle e dos produzidos com
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adicao acido lactico e de CO; ao leite, apresentando resultados de 9,85%, 9,90% e
9,60%, respectivamente. Apés 3 dias de armazenamento refrigerado dos queijos
espanhdis de coagulagcdo &cida e rapida maturagao, Ruas-Madiedo et al. (1998a),
encontraram valores de rendimento de 16,77% e 17,69% para queijos controle e
obtidos por acidificacdo do leite com CO,, respectivamente, ndao observando
diferencgas significativas neste resultado.

Calvo, Montilla e Olano (1993) e Uceda et al. (1994) observaram um aumento
do rendimento dos queijos espanhodis e Manchego, respectivamente, adicionados de
CO: nos leites crus, devido a agao deste gas sobre a inibicdo dos microrganismos
psicrotréficos, que podem atuar no leite refrigerado. Estes microrganismos diminuem
o rendimento dos queijos, através da atuacdo das enzimas proteoliticas e lipoliticas
gue sobrevivem a pasteurizagao do leite.

O rendimento depende da transicdo dos componentes sélidos do leite para o
queijo, especialmente, proteina e gordura (LUCEY e KELLY, 1994). Os resultados
deste trabalho sugerem que os tratamentos realizados no leite, e, conseqientemente,
as diferencas no pH durante o processo de fabricacdo, podem influenciar na
recuperacao de gordura do leite para os queijos, ndo comprometendo o rendimento. O
pH do queijo controle apresentou valores de 6,8 a 6,5 durante o processo de
fabricagdo, enquanto que o pH dos queijos fabricados por acidificacdo do leite com
acido lactico ou com CO,, mantiveram-se constantes, apresentando valores de 6,3 a
6,2 (Figura 5.1). Estes valores podem alterar a estrutura do coagulo, retendo mais
componentes do leite no queijo. Barbano e Rasmussen (1992) afirmam que a
retencdo de gordura na massa € mecanica, associada a estrutura do coagulo. Como o
acido lactico e o CO, diminuem o pH do leite, conseqiientemente, ocorre a contragao

da massa e, possivelmente, maior retengao de gordura no coagulo.

5.5. Efeito dos tratamentos e do tempo de armazenamento sobre as
caracteristicas fisico-quimicas do queijo Minas Frescal

A Tabela 5.6 apresenta a ANOVA para o efeito do tratamento, do tempo de
armazenamento refrigerado, e da interacdo destes fatores sobre o pH, porcentagem
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de CO, e protedlise dos queijos, que foi representado como indice de extensao de
proteodlise (IEP) e indice de profundidade de protedlise (IPP).

Tabela 5.6. Valores de p-valor demonstrando o efeito dos tratamentos, do tempo e da
interacao tratamento X tempo sobre pH, % CO,, indices de extenséo e profundidade

de protedlise dos queijos (n=3).

Valores de p
GL pH % CO, IEP IPP
Tratamento 2 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Tempo 4 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Tratamento X Tempo 8 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Observa-se na Tabela 5.6 que os tratamentos e o tempo de armazenamento
refrigerado afetaram significativamente o pH, a porcentagem de CO. e os indices de
extensdao e profundidade de protedlise dos queijos. Verificou-se também uma
interag@o significativa entre o tratamento e o tempo de armazenamento para as

respostas avaliadas.

Os tratamentos afetaram significativamente o pH dos queijos (Figura 5.5). O
queijo controle apresentou um pH menor, pois este leite foi adicionado de bactérias
lacticas, o que nao ocorreu com o0s queijos fabricados com leite acidificado com
adicao de acido lactico ou CO,. O pH dos queijos foi significativamente afetado pela
interacao tratamento X tempo. Observa-se na Figura 5.6, que apresenta o efeito do
tempo de armazenamento sobre o pH dos queijos Minas Frescal, que os trés queijos
diferiram significativamente entre si. Todos os pH dos queijos diminuiram ao longo do
tempo, porém, esta queda foi mais acentuada no queijo controle, devido a adicao das
bactérias lacticas neste leite.

Um comportamento semelhante ao observado neste trabalho pode ser

observado por Montilla, Calvo e Olano (1995). Os autores fabricaram queijos Ibérico
com adicao de HCI e com adicao de diéxido de carbono no leite e observaram que os
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dois queijos apresentaram maiores valores de pH durante a maturagdo, em
comparacao aos valores de pH do queijo controle (sem adigdo de cultura lactica,
acido ou COy).

6.2 - 6,14%

5,98°

56

pH

5,38

54 4

queijo MF-C queijo MF-AL queijo MF-CO2

Tratamentos

Figura 5.5. Efeito dos tratamentos sobre o pH dos queijos Minas Frescal

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adicao de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.

2 valores com a mesma letra n&o diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um
mesmo tipo de queijo.

O pH dos queijos fabricados sem fermento mantiveram-se maiores durante a
vida de prateleira do queijo Minas Frescal, sendo que o queijo fabricado por
acidificacdo com &cido lactico iniciou com um valor de pH de 6,30 e finalizou com
5,95. Ja o queijo com adicao de CO; iniciou com um valor de 6,32 e apresentou uma
queda no 19° dia de armazenamento (5,54) (Figura 5.6), provavelmente, devido a
atuacdo de microrganismos contaminantes no produto. Na Tabela 5.9, observa-se
uma alta contagem de coliformes a 30-35°C no queijo fabricado por acidificagdo do
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leite com CO, ja4 no 13° dia de armazenamento refrigerado. A atuagdo destes

microrganismos neste queijo contribuiu para o abaixamento de pH, devido a

fermentacao da lactose, formando acido lactico.

O queijo controle apresentou menor pH devido a acao das bactérias lacticas,
inicialmente adicionadas no leite, que degradam a lactose, formando acido lactico. O
valor inicial do pH deste queijo foi de 5,77 e no 25° dia apresentou um valor de 5,15. A
diminuicdo do pH em queijos adicionados de cultura lactica também pbode ser
observado nos trabalhos de Wolfschoon-Pombo, Furtado e Munck (1978), Isepon e
Oliveira (1995) e Van Dender e Moreno (1992). Os queijos com adicdo de fermento
lactico tornaram-se mais acidos durante o periodo de estocagem, provocando uma

maior desmineralizacao protéica do produto.

Naldini (2002) também observou maior pH durante a vida de prateleira dos
queijos Minas Frescal fabricados por acidificacao direta (6,45 no 1¢ dia e 5,42 no 18°
dia) do que os queijos fabricados pelo método convencional (com adi¢cao de fermento
lactico) (5,31 no 1¢ dia e 4,58 no 18° dia). Assim como Silva et al. (2003), que
observaram uma diminuicdo maior do pH dos queijos fabricados com adi¢cdo de
fermento lactico. O pH no final do tempo de armazenamento destes queijos (5,3-4,9)
estdo de acordo com os valores deste trabalho.
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Figura 5.6. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre o pH dos queijos
Minas Frescal (n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.

Observa-se nas Figuras 5.7 e 5.8 que os tratamentos afetaram
significativamente os indices de extensao e profundidade de protedlise dos queijos. O
queijo controle apresentou maiores indices de extensédo (%nitrogénio soluvel em pH
4,6/ %nitrogénio total) e profundidade (%nitrogénio soluvel em TCA/ %nitrogénio total)
de protedlise durante a sua vida de prateleira; ja 0s queijos obtidos por acidificagdo do
leite com &cido lactico ou com CO, apresentaram valores menores para estes

parametros.
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Figura 5.7. Efeito dos tratamentos sobre o indice de extensdo de protedlise dos

queijos Minas Frescal

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de &cido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

2® valores com a mesma letra nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um

mesmo tipo de queijo.
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Figura 5.8. Efeito dos tratamentos sobre o indice de profundidade de protedlise dos
queijos Minas Frescal

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adi¢@o de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adicao de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

2® valores com a mesma letra nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um
mesmo tipo de queijo.

A protedlise priméria é expressa como a porcentagem de nitrogénio soltvel em
pH 4,6 sobre a porcentagem de nitrogénio total. A extensdo é um fator indicativo da
protedlise primaria. A protedlise primaria dos trés queijos aumentou significativamente
com tempo de armazenamento refrigerado (Figura 5.9). Esta protedlise foi mais
acentuada no queijo controle até o 7° dia, do que nos queijos obtidos a partir da
acidificacao do leite com acido lactico ou CO.. O alto nivel de nitrogénio solavel em
pH 4,6 sobre a porcentagem de nitrogénio total encontrado para o queijo controle
(14,09%), deve estar relacionado a alta umidade deste queijo. Maiores teores de agua
favorecem as reacdes enzimaticas, entre elas a ag¢ao hidrolitica da quimosina, que é o
principal responsavel pela protedlise primaria em queijo Minas. Os queijos obtidos por
leites acidificados com acido lactico ou com CO, também apresentaram aumento da
protedlise com o tempo de armazenamento. Esta protedlise pode estar relacionada ao
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pH mais alto destes queijos, que favorece a agcédo da plasmina sobre a 3- e a Og2-

caseina.
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Figura 5.9. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre o indice de
extensao de protedlise dos queijos Minas Frescal (n=3)

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de &cido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.

A protedlise secundaria € expressa como a porcentagem de nitrogénio soluvel
em acido tricloroacético (TCA) a 12% sobre a porcentagem de nitrogénio total. A
protedlise secundaria dos trés queijos aumentou significativamente com o tempo de
armazenamento refrigerado (Figura 5.10). Os tratamentos afetaram significativamente
a protedlise secundaria dos queijos. O queijo controle também obteve maiores teores
de protedlise secundaria (4,94%) do que os queijos fabricados com leites acidificados
com 4&cido lactico ou com CO. (2,73% e 2,89%, respectivamente). A maior
profundidade de protedlise se deve a presenca das enzimas proteoliticas do fermento,
gue hidrolisam, principalmente, os peptidios resultantes da agdo do coalho sobre as
caseinas, gerando pequenos peptidios e aminoacidos livres (FOX, 1989). Assim, nos
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queijos sem a utilizagcdo do fermento lactico, a protedlise secundaria ocorre
fundamentalmente em funcdo da presenca de microrganismos contaminantes ou

resistentes a pasteurizagao.
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Figura 5.10. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre o indice de
profundidade de protedlise dos queijos Minas Frescal (n=3)

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adicdo de &cido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo

Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.

Em relagao ao indice de extensao de protedlise, as médias foram de 9,79% e
10,21% para os queijos fabricados com leites acidificados com adigao de acido lactico
ou com adicado de didxido de carbono, respectivamente, e de 14,09% para o queijo
controle. O queijo controle apresentou valores médios do indice de extensdo de
protedlise de 4,46% no primeiro de dia de armazenamento refrigerado e 14,82% no

13° dia, e os queijos fabricados com adicdo de &acido lactico ou CO, ao leite

apresentaram valores de 4,42% e 4,42% (dia 1), e, 9,36% e 10,03% (dia 13),
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respectivamente. Estes resultados concordam com os verificados por Isepon e
Oliveira (1993), que foram de 4,99% (dia 1) a 10,71% (dia 13) nos queijos fabricados
sem adicao de cultura lactica para o indice de extensao de protedlise. Assim como
Wolfschoon-Pombo (1983) que, trabalhando com queijo Minas Frescal, verificou
valores médios de indices de extensao de protedlise de 5,8% a 9,7% em queijos cujo
leite foi acidificado com &cido lactico.

Ja para o indice de profundidade de protedlise, as médias variaram de 2,73% e
2,89%, para os queijos fabricados com leites acidificados com adi¢ao de acido lactico
ou com adicdo diéxido de carbono, respectivamente, e de 4,94% para o queijo
controle. Dornellas (1997) também observou um aumento nos niveis de nitrogénio
soluvel em &cido tricloroacético a 12% e de nitrogénio soluvel em pH 4,6 em queijo
Minas Frescal adicionado de agente coagulante (coalho bovino e microbiano) e
fermento lactico. Estes queijos apresentaram maior atividade proteolitica do que os
queijos sem adigao de fermento lactico, perdendo a integridade fisica apds 16 dias de
armazenamento. Resultado semelhante foi observado por Naldini (2002), em que o
gueijo com adi¢ao de fermento lactico apresentou, apds 15 dias de fabricagdo, massa

disforme, com amolecimento e grande mudanca na textura.

Como neste trabalho, outros autores também observaram um aumento na
protedlise de queijos Minas Frescal fabricados com adi¢cdo de fermento lactico. Apds
21 dias de armazenamento refrigerado, Viotto e Campos (2000) observaram um maior
aumento na profundidade e extensdo de protedlise dos queijos Minas Frescal
fabricados com fermento lactico, em relagdo aqueles fabricados sem adicdo de
fermento. Trabalhando com 3 diferentes processos tecnoldgicos de fabricacdo de
queijo Minas Frescal (acidificacao direta, ultrafiliragdo e adigdo de cultura lactica),
Carvalho, Viotto e Kuaye (2007) observaram que os queijos fabricados com adigao de
cultura lactica tiveram uma maior protedlise ao longo da vida de prateleira. A
acidificacdo mais intensa nestes queijos promoveu uma perda de calcio para o soro,

causando a desmineralizagdo dos queijos.

Em relacdo a adi¢cdo de diéxido de carbono no leite, pode-se observar que o
queijo fabricado com este leite, apresentou menor protedlise do que o queijo fabricado

65



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

sem acidificagdo do leite (queijo controle). Isto foi estudado no trabalho de Montilla,
Calvo e Olano (1995), em que os autores observaram uma maior protedlise no queijo
controle do que nos queijos fabricados por acidificacao do leite com acido lactico ou
diéxido de carbono. Nelson, Lynch e Barbano (2004b) também notaram este
comportamento, concluindo que a adicdo de CO, no processo de fabricagdo de
queijos produz uma massa mais firme, que pode ser detectada pelo toque e pela
resisténcia do coagulo, quando cortado com a faca. Ruas-Madiedo et al. (2003)
mediram os valores de extensdo e profundidade de protedlise em queijos duros
espanhdis e observaram que estes valores foram menores em queijos fabricados com
leite tratado com CO.. Estes resultados foram atribuidos a inibicdo pelo CO, da
protedlise microbiolégica. De acordo com os autores, o CO, residual pode ter inibido a
protedlise da microbiota natural do leite nos primeiros estagios de maturacdo dos

queijos.

Conforme pode ser observado na Tabela 5.6, o tempo, o tipo de tratamento e a
interacdo destes fatores afetaram significativamente a porcentagem de CO. dos
queijos. Como era esperado, os valores de concentracdo de CO, apresentaram
diferencas significativas entre os queijos. O queijo controle e o queijo fabricado por
acidificacdo do leite com &cido lactico ndo apresentaram diferengas significativas
entre si, apresentando valores médios de 40 ppm ao longo do tempo de

armazenamento (Figura 5.11).

Ja o queijo com adi¢ao de CO, apresentou valores mais altos de concentragao
de diéxido de carbono (954 ppm) nos primeiros dias de armazenamento, diminuindo
seus valores ao longo do tempo, até permanecerem constantes. Com 19 dias de
armazenamento, a concentragao de CO, atingiu um valor de 302 ppm, semelhante ao
valor do trabalho de Nelson, Lynch e Barbano (2004b), onde o queijo Cheddar
adicionado de CO, apresentou um teor de 337 ppm ao longo do tempo de

armazenamento.

Ao adicionar CO; no leite, uma parte do diéxido de carbono fixa-se na gordura
do queijo, e outra parte, concentra-se na fase aquosa, que se perde na atmosfera ao
longo do tempo. Quando a injecdo de CO, ocorre em temperaturas entre 30-40°C, a
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maior parte do CO, se dissolve na fase lipidica (CHAMPAGNE, ST-GELAIS e
CANDOLLE, 1998; NELSON, LYNCH e BARBANO, 2004b), assim como ocorreu
neste trabalho (injecdo a 35°C). Porém, como o queijo Minas Frescal possui uma alta
umidade, parte do diéxido de carbono foi fixada na fase aquosa e perdeu-se no soro e

para a atmosfera, durante o armazenamento refrigerado.

A quantidade de di6xido de carbono presente no leite adicionado de CO, foi de
1113 ppm (11,2%), para um valor de pH do leite de 6,2. J& nos leites controle e com
adicao de acido lactico, foram encontrados valores de CO, de 100 ppm (1%). Nelson,
Lynch e Barbano (2004b) adicionaram didéxido de carbono no leite até atingir um pH
de 5,9. Para este valor de pH, a quantidade de CO, foi medida, apresentando um
valor de 1600 ppm.
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Figura 5.11. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre a quantidade de
CO, dos queijos Minas Frescal (n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.
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5.6. Efeito dos tratamentos sobre as caracteristicas microbiolégicas do queijo

Minas Frescal

Os resultados das andlises microbiolégicas dos trés queijos (controle, com

acidificacéo do leite com &cido lactico e com acidificagéao do leite com CO,), apds 1

dia de fabricagéo, estdo apresentados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7. Caracteristicas microbiol6gicas dos queijos

Queijo MF-  Queijo MF- Valor de

Queijo MF-C* AL* CO,*** p
Contagem total (log UFC/g) 8,78° 4,70° 4,60° < 0,0001
Bactérias lacticas (log UFC/g) 8,70? 3,90° 4,00° < 0,0001
Bolores e Leveduras (log
UFC/g) 1,04° 2,912 1,15° 0,0204
Psicrotréficos (log UFC/g) 6,48° 4,32° 3,94° 0,005
Pseudomonas spp. (log UFC/g) 4,58% 3,112 2,04° < 0,0001
Staphylococcus aureus (UFC/g)  <1,0x10°  <1,0x10° <1,0x10? -
Salmonella spp. (UFC/25q) Auséncia Auséncia Auséncia -
Listeria monocytogenes
(UFC/259) Auséncia Auséncia Auséncia -
Coliformes a 30-35°C (NMP/q) 4 16 60 0,3991
Coliformes a 45°C (NMP/g) <3 <3 <3 -

*Queijo MF C — Queijo Minas Frescal controle

**Queijo MF AL — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado com acido lactico

***Queijo MF CO2 — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado com CO»

2P \édias com a mesma letra na linha nao diferem significativamente entre si (p < 0,05).

Avaliando-se os resultados das analises microbiol6gicas realizadas nas

amostras de queijos e considerando os padrdes microbiolégicos estabelecidos pelos
orgaos oficiais — Resolucao RDC n°® 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001),

observa-se que os produtos se enquadram dentro dos padrdes legais.
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Os resultados das contagens de Staphylococcus aureus e coliformes a 45°C
nos trés queijos, foram menores que 5 x 10° UFC/g e menores que 5 x 10° NMP/g,
respectivamente, e 0s queijos nao apresentaram Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes em 25 g de amostra.

A contagem total de microrganismos mesofilos aerdbios dos queijos com
diferentes tratamentos diferiram significativamente entre si. O queijo controle
apresentou uma contagem inicial maior (8,78 log UFC/g), devido a cultura lactica
adicionada no leite antes da sua coagulacdo. Os queijos fabricados por acidificacao
do leite com adicdo de acido lactico ou com adicdo de CO. nao diferiram
significativamente entre si, porém apresentaram diferencas em relacdo ao queijo
controle. Nao foi adicionada cultura lactica nestes queijos, por isso, eles apresentaram
uma menor contagem total (4,70 e 4,60 log UFC/g, respectivamente).

Como era esperado, as contagens de bactérias lacticas nos queijos
apresentaram resultados semelhantes a contagem total de microrganismos mesoéfilos
aerobios. O queijo controle diferiu significativamente dos queijos obtidos por
acidificacao do leite com &cido lactico ou com CO,. A presenga da cultura lactica foi
responsavel por esta diferenga no queijo controle, sendo que nos outros dois queijos,
as contagens apresentadas (3,90 e 4,00 log UFC/g) sao referentes as bactérias
lacticas naturais do leite, que sobreviveram a sua pasteurizacao (SHARPE, 1979).

Avaliando-se as populagdes de bolores e leveduras encontradas nos queijos,
verificou-se que o queijo controle e o fabricado por acidificacdo do leite com CO, néo
apresentaram diferencas entre si, mas diferiram em relagcdo ao queijo obtido a partir
de leite acidificado com acido lactico, o qual apresentou a maior contagem. O
tratamento com dioxido de carbono ajudou a inibir o crescimento de bolores e
leveduras, diminuindo assim, a contagem inicial deste queijo. Ja o queijo controle, por
possuir alta contagem de bactérias lacticas que competem com os bolores e as

leveduras, apresentou também menores contagens.

Os queijos fabricados a partir de leite acidificado com adicdo de CO, ou com
adicao de acido lactico nao diferiram significativamente entre si para as contagens de
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microrganismos psicrotréficos, mas diferiram do queijo controle. O baixo pH destes
queijos durante o processo de fabricacdo ajudou a diminuir as contagens de
microrganismos psicrotroficos, além da presenca de bactérias lacticas no queijo
controle que podem se desenvolver no meio para contagem de microrganismos
psicrotréficos. Os microrganismos psicrotroficos sdo provenientes da contaminagéo do
leite pelos equipamentos de ordenha, agua, solo e ar (SANTANA et al.,, 2001;
SANTOS e FONSECA, 2001). Em queijos, sua presenga € atribuida a contaminacao
durante o processamento, podendo produzir defeitos de qualidade como sabor
amargo (SYRHAUG e STEPANIAK, 1997).

Os tratamentos afetaram significativamente as contagens de psicrotréficos e
Pseudomonas spp., sendo que as menores contagens de Pseudomonas spp. foram
observadas no queijo fabricado a partir de leite acidificado com CO.. Este resultado
esta em concordancia com outros trabalhos (AMIGO, OLANO e CALVO, 1995; ESPIE
e MADDEN, 1997; MARTIN, WERNER e HOTCHKISS, 2003), nos quais os autores
observaram, também, uma menor contagem de Pseudomonas spp., devido a adigcao

de diéxido de carbono ao leite.

A inibicdo de microrganismos psicrotréficos pelo CO, também foi observada
por outros pesquisadores. Ruas-Madiedo et al. (1996) observaram o efeito da adi¢ao
de CO. na microbiota do leite cru, e concluiram que o maior efeito foi nas contagens
de coliformes e psicrotréficos, diminuindo-as. Calvo, Montilla e Olano (1993) também
observaram uma redugdo do crescimento de microrganismos psicrotroficos em

queijos fabricados com adicao de CO, até pH 6,0 — 6,5.

5.7. Efeito dos tratamentos e do tempo de armazenamento sobre as

caracteristicas microbiolégicas do queijo Minas Frescal

A Tabela 5.8 apresenta a andlise estatistica do efeito dos tratamentos, do

tempo, e da interacdo destes fatores sobre a contagem total de microrganismos
mesofilos aerdbios, bactérias lacticas, bolores e leveduras, psicrotroficos e
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Pseudomonas spp., observadas nos queijos controle e obtidos a partir de leite
acidificado com acido lactico ou com COx.

Tabela 5.8. Valores de p-valor demonstrando o efeito dos tratamentos, do tempo e da
interacao tratamento X tempo sobre a contagem de microrganismos dos queijos
(n=3).

Valores de p

Contagem Bactérias Bolores e

GL Total Lacticas Leveduras Psicrotréficos Pseudomonas
Tratamento 2 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Tempo 4 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Tratamento
X Tempo 8 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,0005 < 0,0002

Observa-se na Tabela 5.8 que os tratamentos, o tempo de armazenamento
refrigerado e a interacdo tratamento X tempo afetaram significativamente as
populacdes de todos os microrganismos avaliados.

Pode-se verificar nas Figuras 5.12 e 5.14 que o queijo controle apresentou em
média maiores contagens de microrganismos mesofilos aerébios e bactérias lacticas
qguando comparado com os queijos fabricados a partir de leites acidificados com acido
lactico ou com CO,, os quais nao diferiram entre si. Entretanto, o comportamento das
populacées desses microrganismos ao longo do tempo de armazenamento foi
completamente distinto para os queijos controle e para os queijos fabricados com

acidificacéao do leite.

Observa-se nas Figuras 5.13 e 5.15 que para os queijos obtidos a partir de
leite acidificado com &acido lactico ou com CO,, as contagens de microrganismos
mesofilos aerdbios e de bactérias lacticas aumentaram ao longo do tempo até 19 dias
de armazenamento refrigerado. Enquanto que, para o queijo controle, a contagem
total de microrganismos mesofilos aerdbios manteve-se praticamente constante e a

de bactérias lacticas diminuiu ao longo do tempo, especialmente ap6s 19 dias de
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armazenamento refrigerado. Apdés 19 e 25 dias de tempo de armazenamento, as
contagens de bactérias aerdbias mesofilas nos queijos sdo mais uniformes,

apresentando pequenas variacoes.

Os queijos fabricados a partir de leite acidificado com &cido lactico ou com CO,
apresentaram um resultado semelhante no que diz respeito as contagens totais de
microrganismos mesofilos aerébios. As contagens aumentaram durante a vida de
prateleira dos queijos até atingirem um valor em torno de 7,00 log UFC/g. Este
aumento ocorreu devido a presenga de microrganismos resistentes a pasteurizacao,
que se desenvolveram nos queijos. Ja4 0 queijo controle iniciou as contagens com um
alto valor (8,78 log UFC/g), devido a adicao de bactérias lacticas no leite. Este valor
diferiu significativamente dos encontrados nos outros queijos e se manteve constante
durante o tempo de armazenamento refrigerado. Dornellas (1997) também observou
este mesmo comportamento em queijos Minas Frescal fabricados com adi¢cdo de
fermento lactico. Estes queijos apresentaram contagens maiores de microrganismos
mesofilos aerdbios do que os queijos fabricados por acidificacdo direta, devido a
presenca de bactérias lacticas naqueles queijos.
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Figura 5.12. Efeito dos tratamentos sobre a contagem total dos queijos Minas Frescal
Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adi¢@o de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adicdo de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

® valores com a mesma letra nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um

mesmo tipo de queijo.
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Figura 5.13. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre a contagem total

dos queijos Minas Frescal (n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de &cido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

As contagens de bactérias lacticas dos queijos fabricados a partir de leite
acidificado com &cido lactico ou com CO. nao diferiram entre si durante a vida de
prateleira destes queijos, porém diferiram das contagens do queijo controle. O queijo
controle inicialmente apresentou uma contagem de 8,70 log UFC/g devido a adigao de
bactérias lacticas no leite, durante o processo de fabricacdo. Esta contagem foi
decrescendo, por consequéncia da competicdo das bactérias lacticas com outros
microrganismos presentes no queijo, atingindo um valor em torno de 6,50 log UFC/g

no 25° dia de fabricacao.

As contagens de bactérias lacticas dos queijos obtidos por acidificagdo do leite

com acido lactico ou com CO, aumentaram ao longo do tempo de armazenamento,
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até o 19° dia. Apds este dia, as contagens decresceram, possivelmente devido aos

microrganismos presentes nestes queijos que competiram com as bactérias lacticas.
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Figura 5.14. Efeito dos tratamentos sobre a contagem de bactérias lacticas dos

queijos Minas Frescal

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adi¢@o de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.

2® valores com a mesma letra nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um

mesmo tipo de queijo.

O mesmo comportamento foi observado por Ruas-Madiedo et al. (1998a;
2002). Os autores fabricaram queijos a partir de leite acidificado com e sem (controle)
adicao de CO,. Foram analisadas as contagens totais de microrganismos mesofilos
aerobios e de Lactococcus spp. nos queijos. O comportamento microbiolégico dos
dois queijos foi similar, apresentando um aumento das contagens nos primeiros 3 dias
de maturagao, atingindo um valor de 10 ciclos logaritmicos e, ap6s 15 dias de
maturagao, os queijos apresentaram valores de 6,5 —8 ciclos logaritmicos de UFC/g.
Esta queda das contagens foi devido a competicao entre os microrganismos, assim
como foi observado neste trabalho, para o queijo Minas Frescal.
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Estes resultados sao condizentes com os estudos de Naldini (2002), que

observou uma maior contagem inicial de bactérias lacticas em queijos convencionais,
e ao 12° dia de armazenamento refrigerado, revelou um declinio de 0,31 ciclos

logaritmicos em suas contagens.

—— Queijo MF-C
—a— Queijo MF-AL
Queijo MF-CO2

log UFC/g

2,0 \ \ \ \
1 7 13 19 25

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 5.15. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre a contagem de

bactérias lacticas dos queijos Minas Frescal (n=3).
Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de &cido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo

Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

A contagem média de bolores e leveduras foi significativamente maior no
queijo fabricado a partir de leite acidificado com acido lactico (4,13) (Figura 5.16) do
gue nos queijos controle e fabricado a partir de leite acidificado com CO,, os quais
nao diferiram entre si. A contagem de bolores e leveduras aumentou ao longo do
tempo de armazenamento refrigerado para todos os tratamentos (Figura 5.17),
entretanto, as contagens do queijo obtido a partir de leite acidificado com CO,
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aumentou ao longo do tempo, mas obteve sempre contagens menores que os demais
gueijos. O queijo controle obteve um aumento acentuado de suas contagens apés 13
dias de armazenamento refrigerado e o queijo obtido a partir de leite acidificado com
acido lactico apresentou uma tendéncia de crescimento nas suas contagens, porém

em menor intensidade.

O dioxido de carbono apresentou um efeito inibidor nestes microrganismos. A
contagem deste queijo comegou baixa (1,15 log UFC/g) e ao 25° dia apresentou um
resultado em torno de 4,00 log UFC/g. Ja o queijo controle apresentou um
crescimento acentuado destes microrganismos durante a vida de prateleira, chegando
a um valor de 6,00 log UFC/g ao final do experimento. Poréem, Campos (2000)
observou um aumento nas contagens de bolores e leveduras com o tempo, em
queijos Minas Frescal com adigéo de 0,1 e 0,5% de fermento lactico e em queijos sem
fermento, sendo que, as maiores contagens foram observadas para os queijos sem

fermento e, as menores, para o queijo com adi¢cao de 0,5% de fermento.

Os resultados do trabalho de Campos (2000) estdo de acordo com o0s
resultados do 1° dia de armazenamento refrigerado dos queijos deste trabalho. O
queijo produzido por acidificagdo do leite com &cido lactico apresentou as maiores
contagens de bolores e leveduras, porém, a adicao de fermento lactico nao teve um
efeito inibitério nestes microrganismos durante a vida de prateleira do produto. Ja a
presenca de dioxido de carbono mostrou-se eficaz no controle da multiplicagao de
bolores e leveduras.
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Figura 5.16. Efeito dos tratamentos sobre a contagem de bolores e leveduras dos

queijos Minas Frescal

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adicdo de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.

2 valores com a mesma letra n&o diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um

mesmo tipo de queijo.
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Figura 5.17. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre a contagem de

bolores e leveduras dos queijos Minas Frescal (n=3).
Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adi¢@o de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adicao de acido lactico; Queijo MF-CO. — Queijo

Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

Observa-se nas Figuras 5.18 e 5.19 que o queijo fabricado a partir de leite
acidificado com CO, apresentou as menores contagens dos microrganismos
Pseudomonas ssp. Os queijos fabricados a partir de leites acidificados com CO. ou
com acido lactico nao diferiram significativamente ente si para as contagens de
psicrotréficos, durante a vida de prateleira, porém, diferiram do queijo controle. Ja
para as contagens de Pseudomonas ssp., 0s queijos controle e obtido a partir de leite
acidificado com acido lactico nao diferiram entre si, enquanto que o queijo obtido a

partir de leite acidificado com CO, diferiu dos demais.
Pode-se observar nas Figuras 5.20 e 5.21 que as contagens de psicrotroficos e

Pseudomonas spp. nos queijos aumentaram durante o tempo de armazenamento

refrigerado, exceto para a contagem de psicrotréficos do queijo controle e do queijo
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fabricado com leite acidificado por CO,, que a partir do 13¢ dia de armazenamento

manteve suas contagens constantes.
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Figura 5.18. Efeito dos tratamentos sobre a contagem de psicrotroficos dos queijos

Minas Frescal

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de &cido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

2 valores com a mesma letra n&o diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um

mesmo tipo de queijo.
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Figura 5.19. Efeito dos tratamentos sobre a contagem de Pseudomonas ssp. dos

queijos Minas Frescal

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adicao de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigdo de COx.

2 valores com a mesma letra n&o diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa para um
mesmo tipo de queijo.

A contagem de psicrotréficos do queijo controle aumentou durante a primeira
semana de armazenamento refrigerado e depois se estabilizou para 7,5 log UFC/g.
Os queijos obtidos a partir da acidificacdo do leite por acido lactico ou por CO,
apresentaram contagens crescentes durante o tempo de armazenamento, até
atingirem valores de 7,00 — 8,00 log UFC/g no 25° dia. Em 19 e 25 dias de tempo de
armazenamento refrigerado as contagens destes microrganismos nos queijos
apresentaram um comportamento mais uniforme, apresentando pequenas variagoes.
Esta alta contagem de microrganismos psicrotréficos possivelmente esta relacionada
a presenca de microrganismos mesofilos no meio de cultura incubado, que

conseguem desenvolver em temperaturas abaixo de 7°C.
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Segundo Kraft (1992), os microrganismos psicrotroficos tém sido definidos
como o subgrupo dos mesdfilos, pois eles crescem em temperaturas moderadamente
baixas e continuam se multiplicando em temperaturas abaixo da maxima para a
maioria dos mesofilos. Assim, a contagem de psicrotréficos dos queijos indicou a
presenca de bactérias lacticas, que foi confirmada pelo teste de coloracao de Gram,
no qual se observou tanto a presenga de microrganismos Gram-positivos (bactérias

lacticas), quanto de Gram-negativos.

A contaminagdo poés-pasteurizacdo pode ser responsavel pela presenga de
microrganismos psicrotréficos em leite pasteurizado. Os microrganismos psicrotroficos
possuem uma temperatura minima de multiplicacdo de -5 a 5°C, uma temperatura
6tima de 25 a 30°C e uma temperatura maxima de 30 a 35°C (KRAFT, 1992).
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Figura 5.20. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre a contagem de

psicrotroficos dos queijos Minas Frescal (n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo

Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.
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Figura 5.21. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre a contagem de

Pseudomonas spp. dos queijos Minas Frescal (n=3).

Queijo MF-C — Queijo Minas Frescal controle, fabricado com adigao de cultura lactica; Queijo MF-AL — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adi¢cdo de acido lactico; Queijo MF-CO2 — Queijo
Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado através da adigéo de COo.

A diferenca significativa das contagens de Pseudomonas spp. dos queijos
controle e obtido a partir de leite acidificado com é&cido lactico, em relacdo ao queijo
obtido a partir de leite acidificado com CO.,, esté relacionada com o efeito de inibicao
do diéxido de carbono sobre os microrganismos aerdbios psicrotréficos. Assim, a
contagem de Pseudomonas spp. do queijo fabricado com adicdo de CO, ao leite
iniciou com valores menores (2,04 log UFC/g), enquanto que os queijos controle e
obtido a partir de leite acidificado com &cido lactico apresentam contagens iniciais de

4,58 ¢ 3,11 log UFC/g, respectivamente.
Este efeito na contagem dos Pseudomonas spp. diminuiu durante a vida de

prateleira do queijo, devido a dissipacao do CO, para a atmosfera, o que resulta em
uma contagem de 5,00 log UFC/g ao final do tempo de armazenamento refrigerado.
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As contagens de coliformes totais (30-35°C) aumentaram com o tempo de
armazenamento refrigerado dos queijos (Tabela 5.9). O queijo obtido a partir do leite
acidificado com CO, apresentou um valor fora dos limites permitidos pela legislagéo (<
5 x 102 NMP/g) j& na terceira semana apds fabricagdo (13° dia) (BRASIL, 2001), e o
gueijo obtido a partir do leite acidificado com &acido lactico, ap6s a quarta semana de
fabricacdo (19¢ dia). Observa-se que o diéxido de carbono ndo apresentou nenhum

efeito inibitério para a multiplicagdo de coliformes totais. JA o queijo controle,
apresentou menores contagens de coliformes totais, devido a competicdo destes
microrganismos com as bactérias lacticas presentes no queijo. Dornellas (1997)
também observou que os queijos fabricados com fermento lactico apresentaram
menores contagens de coliformes totais e fecais do que os queijos fabricados com
leite acidificado com &cido lactico. Assim, o fermento lactico funciona como um

inibidor da maioria da microbiota patogénica dos queijos.

Adans e Nicolaides (1997) afirmam que uma populacdo de bactérias pode
restringir o crescimento de outros microrganismos simplesmente pela ocupagéo do
espaco fisico e assimilacao dos nutrientes disponiveis. Além disso, 0os microrganismos
patégenos ndo sobrevivem bem em um ambiente quando sdo adicionadas bactérias

lacticas nele, devido a competigao pelos nutrientes do meio.

A multiplicacao dos coliformes a 30-35°C e 45°C foi inibida ao longo da vida de
prateleira do queijo controle, no trabalho de Campos (2000), que observou que 0s
queijos Minas Frescal fabricados com adicao de fermento foram os que apresentaram
menores taxas de multiplicagdo desses microrganismos, em relagdo aos queijos
fabricados com leite acidificado por acido lactico. A inibicdo do crescimento de
microrganismos patdgenos em queijos adicionados de cultura lactica também foi
observada por outros autores. Alexandre et al. (2002) isolaram 192 linhagens de
bactérias lacticas de cinco amostras de queijo Minas artesanal e observaram que 48
linhagens isoladas (25%) foram capazes de inibir a multiplicacdo in vitro de
microrganismos, dentre os quais Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.
Carvalho, Viotto e Kuaye (2007) observaram que 29% de 31 amostras de queijos
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fabricados com adigao de cultura lactica apresentaram contagens de coliformes fecais
acima do limite maximo estabelecido pela legislacdo. Ja os queijos fabricados por
acidificacdo direta, foram mais susceptiveis a contaminagdo por coliformes,
apresentando 64,5% de suas 31 amostras com contagens acima do limite maximo

permitido.

De acordo com Breidt e Fleming (1998), as bactérias lacticas podem competir
com outros patdogenos em alimentos, mostrando-se bastante eficientes neste aspecto.
Os autores afirmam que a forma de acao das bactérias lacticas € o amensalismo, em
que uma cultura microbiana inibe o crescimento da outra através da producgéo de
metabdlitos, ou através da competicdo por nutrientes entre as culturas. Uma vez
suprimida a microbiota do fermento lactico, os possiveis contaminantes nao
encontrardo a competicdo oferecida por estas bactérias, podendo desta forma,
desenvolverem-se. Assim, 0 queijo controle pode ser considerado o queijo mais

seguro microbiologicamente.
Nao houve contaminacdes por coliformes fecais (45°C) em todos o0s queijos

durante a vida de prateleira. Isto é resultado da qualidade inicial do leite e das boas
praticas de fabricacdo dos queijos (Tabela 5.9).
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Tabela 5.9. Efeito do tempo de armazenamento refrigerado sobre a contagem de
coliformes a 30-35°C e coliformes a 45°C dos queijos Minas Frescal (n=3).

Tempo de armazenamento

(dias) 1 7 13 19 25
Coliformes a 30- 352C (NMP/g)

Queijo MF-C* 4 11 36 185 200
Queijo MF-AL** 17 17 240 >2400 > 2400
Queijo MF-CO,*** 58 116 >2400 >2400 > 2400
Coliformes a 452C (NMP/qg)

Queijo MF-C* <3 <3 <3 <3 <3
Queijo MF-AL* <3 <3 <3 <3 <3
Queijo MF-COy*** <3 <3 <3 <3 <3

*Queijo MF C — Queijo Minas Frescal controle
**Queijo MF AL — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado com &cido lactico
***Queijo MF CO2 — Queijo Minas Frescal obtido a partir de leite acidificado com CO2

As bactérias lacticas apresentaram um efeito inibitério sobre os coliformes a
30-35°C no queijo controle. Resultados semelhantes foram verificados por Campos e
Viotto (2000), que observaram que somente uma repeticdo do queijo com 0,1% de
fermento lactico e uma repeticdo do queijo com 0,5% de fermento l4actico
apresentaram valores de coliformes fecais maiores que 3 NMP/g. Em ambos os casos
ocorreram redugdes das contagens com o tempo de armazenamento refrigerado do
queijo. Em nenhum dos processamentos dos queijos sem fermento houve
contaminacao inicial por coliformes fecais. Além disto, os autores observaram que, de
todos os microrganismos contaminantes estudados, as maiores taxas de crescimento
foram encontradas nos queijos onde nao se utilizou fermento lactico, deixando clara a

acao protetora deste fermento.

Conforme Northolt (1984), no comeco da fermentagdo, a acao inibitéria é
devida a producdo, por parte dos microrganismos do fermento, de compostos
antimicrobianos e peréxidos, além da queda no potencial de 6xido-redugéo. Depois, a
producdo de acido lactico abaixa o pH do queijo e contribui para a inibigao dos

contaminantes.
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Este comportamento inibitério das bactérias lacticas frente a microrganismos
patdégenos também foi observado por Guedes Neto et al. (2005) que estudaram a
atividade antimicrobiana de linhagens de Lactobacillus spp. e Lactococcus spp.
isoladas de queijo coalho. Os autores concluiram que os Lactobacillus spp. possuem
atividade antagonista em relagdo aos microrganismos patogénicos mais potentes,

devendo ser usado em queijos, para melhorar a qualidade sanitaria do produto.

Observou-se que o pH dos queijos contribui para a inibigao de microrganismos.
A partir da 4° semana de armazenamento refrigerado (19° dia), o pH dos queijos

apresentaram valores menores que 6,2, o que inibiu ou manteve constante as
contagens de microrganismos mesofilos aerdbios, bactérias lacticas, psicrotréficos e
Pseudomonas ssp (Figura 5.6).

A cultura lactica ajudou na inibicdo de microrganismos patégenos, através da
manutengao da contagem de coliformes no queijo controle. Porém, as altas contagens
de microrganismos mesofilos aerdbios, bactérias lacticas e psicrotréficos encontradas
neste queijo contribuiram para o aumento dos niveis de protedlise. Assim, este queijo
apresentou textura disforme e ndo manteve sua forma fisica com o tempo de
armazenamento refrigerado. Ja os queijos fabricados a partir de leite acidificado com
acido lactico ou com CO, mantiveram sua forma fisica durante a sua vida de
prateleira, devido ao menor desenvolvimento de microrganismos meséfilos aerébios,
bactérias lacticas e psicrotréficos, o que contribuiu para uma menor protedlise em
relagdo ao queijo controle.

O queijo fabricado a partir de leite acidificado com CO, ndo apresentou a
protecao frente a microrganismos patégenos oferecida pelas bactérias lacticas, porém
este queijo além de apresentar comportamento semelhante ao queijo fabricado a
partir de leite acidificado com acido lactico em relacao a textura firme, apresentou uma
menor contagem de Pseudomonas ssp. e bolores e leveduras durante a vida de

prateleira do produto, além de um soro com menor acidez, possuindo, assim, mais

88



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

vantagens de fabricagdo e qualidade do que o queijo fabricado a partir de leite
acidificado com acido lactico.

Considerando que o queijo Minas Frescal é um queijo fabricado com alto grau
de manipulacado, e apresenta um alto teor de umidade e lactose, e baixo teor de sal,
este produto é altamente susceptivel a contaminagbes. Assim, surge a necessidade
da utilizacdo de culturas lacticas que confiram protecdo ao queijo. Além disso, o
tratamento com diéxido de carbono € também um bom inibidor de certos tipos de
microrganismos, surgindo uma sugestao de fabricar o queijo Minas Frescal com

adicao de CO; e cultura lactica.
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6. CONCLUSOES

O pH, umidade, gordura e cinzas dos queijos foram afetados pelos diferentes
tratamentos realizados. O pH e a gordura do queijo controle foram menores do que
dos queijos fabricados a partir de leite acidificado com CO, ou com &cido lactico,

porém, a umidade e as cinzas foram maiores no queijo controle.

O queijo produzido pelo método convencional apresentou, durante todo
armazenamento, valores de pH mais baixos que dos queijos obtidos por adigdo de
CO. ou &cido lactico no leite, decorrente da produgao de acido lactico pelas bactérias
lacticas.

O tempo de coagulacao dos queijos fabricados com leite acidificado por adi¢cao
de CO. e por adigdo de &cido lactico foi menor do que o tempo de coagulagcao do
queijo controle, devido ao abaixamento do pH do leite para 6,2. Consequlientemente,
estes queijos apresentaram uma maior vida de prateleira, devido a textura e

consisténcia firme.

A recuperacao da proteina do leite nos queijos ndo apresentou diferencas
significativas. Ja a recuperagao de gordura apresentou diferencas para os diferentes
tratamentos. Apesar de ocorrer esta diferengca de gordura no queijo controle, os
rendimentos dos queijos nao foram afetados pelos diferentes tratamentos.

A protedlise dos queijos fabricados a partir de leite acidificado com CO, ou com
acido lactico foi menor do que do queijo adicionado de cultura lactica, devido a acao
proteolitica do fermento lactico, a presenca de microrganismos deterioradores e ao
baixo pH deste queijo.

O COs; inibiu o crescimento de Pseudomonas ssp. e bolores e leveduras no

queijo obtido por acidificagéo do leite com CO,. J& 0 queijo controle, por conter cultura
lactica, obteve as menores contagens de coliformes totais.
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6. CONCLUSOES

As contagens de microrganismos mesofilos aerdbios e de bactérias lacticas do
queijo controle foram maiores do que dos queijos fabricados por acidificagdo do leite
com CO, ou com &cido lactico. Isto ocorreu devido a presencga de cultura lactica, que
com o tempo de armazenamento refrigerado, foi diminuindo por causa da competicao

entre 0s microrganismos presentes no meio.

O trabalho revelou que os queijos fabricados a partir de leite acidificado com
CO. ou &cido lactico mostraram-se, a primeira vista, como uma boa solugéo para os
problemas de conservacao do produto (textura firme, manutencdo da forma fisica),
porém, estes queijos sdo mais susceptiveis ao crescimento de patdogenos, pois nao

possuem a resisténcia oferecida pela cultura lactica as contaminagdes.
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