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RESUMO

O leite pré-acidificado com injecdo de CO, utilizado para fabricacdo de queijos
pode trazer beneficios tecnoldgicos e econémicos para as industrias de laticinios. O
objetivo deste trabalho foi avaliar, em escala piloto, os efeitos tecnolégicos ocorridos
com a utilizacdo de CO, dissolvido no leite ap0s 0 processo de pasteurizacdo para a
fabricacdo do queijo Prato. O experimento consistiu em avaliar o efeito da
carbonatacao no leite pasteurizado através da injecdo de CO,, sob pressdo maxima
de 25 psi a 8T até pH 6,0 em comparacao ao tratame nto controle (sem injecéo de
CO,). O experimento foi realizado em quatro repeticées. Os queijos foram avaliados
durante os 120 dias de estocagem. Foram realizadas analises fisico-quimica,
rendimento, evolucdo dos indices de maturacdo, aceitabilidade, preferéncia
sensorial, textura e microestrutura. Foi observado que o tratamento com injecéo de
CO; reduziu o pH dos queijos Prato, que apresentaram redugdes significativas nos
tempos de coagulacdo e no tempo total de fabricacdo. Este tratamento também
reduziu a umidade e a porcentagem de perda de gordura no soro, além de nao
afetar a capacidade de fermentacdo da cultura latica em relacdo ao controle e nao
alterar a contagem microbiana patogénica. Os queijos tratados com CO, nao
modificaram os indices de extensao e protedlise ao longo da maturacédo, apresentou
maior firmeza e fraturabilidade em comparacdo ao queijo controle, em razédo do
maior dessoramento e da microestrutura mais compacta. Houve, também, aumento
da porosidade da matriz proteica. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na

preferéncia e na aceitabilidade sensorial entre os tratamentos.

Palavras-chave: Dioxido de carbono. Pré-acidificagéo. pH.



ABSTRACT

The preacidified milk with injection of CO, (carbon dioxide) used for cheesemaking
can bring technological and economic benefits to the pilot scale. The aim of this study
was to evaluate technological effects of the use of CO, dissolved in the milk after
pasteurization process to make Prato cheese. The experiments were carried out with
CO, incorporation in pasteurized milk by CO, injection under maximum pressure of
25 psi at 8° C until to reach pH 6.00, besides the control cheeses (without CO,
injection). This procedure was performed four times. The cheese making times,
physicochemical properties, cheese yield, changes during the storage time, sensory
acceptability, preference and microstructure analysis were determined in both
cheeses. It was observed that the CO, injection reduced Prato cheeses pH, wich
showed significant reductions in coagulation and total cheeses making times. The
CO; injection also reduced the moisture and the percentage of fat loss in the whey
serum, did not affect the lactic acid fermentation, and did not change the microbial
count. Prato cheese treated with CO, did not show changes in the proteolysis
indexes. Due to their larger whey loss and more compact microstructure. The cheese
showed higher firmness and brittleness when compared to the control cheese.
Protein matrix porosity and cheese draining also increased. There was no significant

difference (p> 0.05) in preference and sensory acceptability among treatments.

Keywords: Carbon dioxide. Preacidification. pH.
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1. Introducéo

As mudancas do inicio da década de 90, com a abertura da economia,
liberacdo de precos e o plano de estabilizacdo, foram motivos de varios estudos,
trouxeram modificacbes importantes para toda a cadeia agroindustrial do leite,
aumentando os investimentos no setor. Dessa forma, o mercado lacteo vem
sofrendo diversas mudancas, contribuindo para o crescimento econémico interno e
externo das industrias de laticinios que vem crescendo cada vez mais em todo o
mundo.

Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por
separacao parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou
totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acéo fisica do calho,
de enzimas especificas, de bactéria especifica, de acido organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacao de
substancias alimenticias e/ou  especiarias e/ou  condimentos, aditivos
especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASIL,
1996).

Entre os queijos brasileiros, o Prato € um dos mais fabricados, sendo
considerado uma “commodity” no mercado. E um produtos de grande importancia na
economia, pois possui cotacdo e “negociabilidade” global. No ano de 2010 a
comercializacdo do queijo Prato representou 19 % do mercado brasileiro de queijos.
No mesmo ano, o queijo Prato ficou sendo o segundo queijo mais fabricado no
Brasil, com um volume no total de 152.300 t, apresentando um aumento de 8%
comparado ao ano anterior (ABIQ, 2011)

As dificuldades encontradas na exportagcdo e os problemas com a producgao
de queijos no Brasil estdo relacionados principalmente com a baixa qualidade do
leite, as condi¢cBes de fabricacéo, a falta ou ineficiéncia da cadeia de frios, além da
baixa competividade industrial e eficiéncia na producao de queijo.

O dioxido de carbono CO, esta presente na natureza como um gas livre na
atmosfera ou como sais e compostos na forma de carbonato de sodio, bicarbonato
de sddio, carbonato de calcio e outros mais. Em pressdes e temperatura normais, 0
diéxido de carbono se apresenta como um gas incolor, inodoro, ndo combustivel,
nao toxico e levemente acido (JACOBS, 1959).
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Nos alimentos com alto teor de umidade, o CO, pode se dissolver na fase
aguosa, formando acido carbénico (H,CO3), que se dissocia nas espécies idnicas

bicarbonato (HCO;), carbonato (CO?") e hidrogénio (H"). E considerado indcuo ao

consumo humano, sendo classificado como substancia GRAS (Generally
Recognized as Safe), conforme descrito no Codex Alimentarius (LOSS e
HOTCHKISS, 2003). A pré-acidificacdo do leite com CO, para a fabricagcdo de
gueijos e outros produtos lacteos pode gerar beneficios tecnoldgicos e econdmicos.
Ao contrario de outros acidos, uma boa parte do acido carbbénico formado pela
solubilizacdo do CO, é perdida durante o processo de fabricacdo de queijos
podendo ser removido por processos de centrifugacdo ou degaseificacdo a vacuo,
sem causar nenhum tipo de efeito prejudicial para o processo de fabricagcdo de
alimentos. O CO, apresenta solubilidade no leite mesmo durante o processo de
fabricacdo de queijos de massa crua, em temperaturas de 38 €T, podendo
permanecer nos produtos durante a maturacéo, estocagem e distribuicao.

Podem ser observados vérios efeitos na tecnologia e no produto final, quando
se utiliza a pré-acidificacdo do leite para fabricacdo de queijos. Varios autores tém
relatado efeitos tecnoldgicos tais como; diminuicdo do tempo de coagulacao,
aumento da firmeza da coalhada, maior liberacdo de soro, reducdo da dose de
coalho, melhor controle do processo e altera¢cdes no rendimento (NELSON; LYNCH;
BARBANO, 2004a).

A injecdo de CO, é feita normalmente através da linha de alimentacdo do
tanque de fabricacao, calculando a taxa de injecéo e o tempo de contato com o leite
no momento em que o sistema for instalado, medindo o teor de CO, pelo pH final do
leite (PAULA, 2010).

Assim, devido aos efeitos benéficos relatados pela literatura, esse trabalho
teve como objetivo geral, avaliar, em escala piloto, os impactos da utilizacdo de CO,
dissolvido no leite pasteurizado para a fabricagdo de queijo Prato. Os objetivos
especificos foram avaliar os efeitos do CO, nos aspectos tecnolédgicos de fabricacao,
na capacidade de acidificacdo do fermento latico, no rendimento de fabricacédo, nas
propriedades fisico-quimicas, microbiologicas e sensoriais, na evolucao dos indices
de protedlise durante a maturagcdo e armazenamento e no perfil de textura e

microestrutura do queijo.
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2. Revisao de literatura

2.1 Queijo prato

O queijo Prato € um queijo tipicamente brasileiro, classificado como queijo
gordo, com média umidade, se assemelhando bastante ao queijo Gouda em relacao
a textura e caracteristicas quimicas. O queijo consiste em um concentrado protéico-
gorduroso resultante da coagulacédo das proteinas do leite, seguida da dessoragem
do coagulo, ocorrendo decréscimo de umidade. Na dessoragem ocorre perda de
proteinas e de gordura do leite, assim como lactose e sais minerais (STEFFENS et
al., 2005).

A fabricacdo do queijo Prato comecou a surgir no Brasil na década de 20 na
regido do sul de Minas Gerais, por imigrantes dinamarqueses. Ao longo desses
anos, este produto foi sofrendo inimeras modificagfes, seja no processo tecnoldgico
de producdo ou na maneira como é consumido (BASTOS et al, 2013). A tecnologia
de fabricacdo do queijo Prato foi adaptada de acordo as condi¢des locais e
regionais, o que explica as diferencas de sabor e abertura de massa observada no
Prato em relagdo aos queijos que |lhe deram origem. O queijo Prato pode ser
encontrado tanto com olhaduras regulares ou irregulares, como também
completamente fechado (FURTADO; LOURENCO NETO, 1994).

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de queijo Prato
(BRASIL, 1997), entende-se por Prato, o queijo maturado obtido pela coagulagéo do
leite por meio do coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacticas especificas, além disso é
classificado como um queijo gordo, de média umidade e de massa semicozida e
lavada, possui um sabor suave e consisténcia macia e compacta, podendo
apresentar pequenas olhaduras bem distribuidas. Ao final do processo de
fabricacéo, o queijo Prato deve ser maturado por no minimo 25 dias.

Atualmente o queijo Prato esta entre os queijos mais consumidos no Brasil,
mantendo o consumo em destaque na forma de sanduiches ou como ingrediente
culinario. Esse tipo de queijo, assim como a maioria dos queijos produzidos no Pais,
e fabricado a partir de leite pasteurizado. Existe uma grande variedade de queijo
Prato no mercado, com as mesmas caracteristicas fisico-quimicas , se diferenciando
pelo formato e peso (DE RENISIS; PETENATE; VIOTTO, 2009a). No caso do queijo
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Prato, ndo apenas a textura, mas também o sabor sdo atributos importantes na
determinacao da qualidade (BARROS et al., 2006).

2.1.1 Caracteristicas fisicas, quimicas e fisico-qu  imicas do queijo Prato

A composicdo média esperada encontrada no queijo Prato varia de 42 a 44%
de umidade, 26 a 29% de gordura, pH entre 5,2-5,4 e teor sal entre 1,6 a 1,9%
(SILVEIRA, 2009).

Segundo Furtado (1990), a relacdo caseina/gordura (C/G) tem sido bastante
recomendada como recursos para padronizacdo do queijo Prato, considerando as
composicdes dos leites entre as diferentes racas e estacbes do ano. Podemos
considerar que a caseina é o componente do leite que mais afeta a concentracéo
dos demais, sendo que a padronizacdo do leite com base na relagcdao C/G oferece
resultados bastante exatos, sendo muito utilizada usada nos Estados Unidos na
fabricacéo de queijo Cheddar.

De Rensis et al, (2009b) citam que é desejavel que um gqueijo tipo Prato com
teor reduzido de gordura seja similar em sabor, firmeza e textura ao queijo integral. A
textura dos queijos é afetada por mudancas na composi¢cdo, microestrutura, estado
fisico-quimico dos componentes do queijo, forca das interacdes entre os elementos
estruturais que o compdem e de sua macroestrutura.

A acidificacdo utilizada na fabricacdo de queijos pode ser obtida através do
emprego de culturas lacticas. O fermento latico normalmente utilizado no
processamento de queijo Prato € do tipo "O", composto pelas cepas dos seguintes
microrganismos: Lactococcus lactis subsp. Lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris. As culturas homofermentativas mesofilicas sdo as principais culturas
responsaveis pela acidificacdo durante a etapa do processo de fabricacdo do queijo.
Essas culturas fermentam a glicose, produzindo exclusivamente acido latico L (+).
Opcionalmente pode ser utilizadas culturas "LD" para elaboracdo de queijo Prato
com olhaduras. O Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, presente
nesse tipo de fermento, é heterofermentativo e produz elevada concentragdo de
acetoina e diacetil a partir de citrato, compostos estes que proporcionam o aroma do
gueijo Prato. O Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris apresenta também um

metabolismo heterofermentativo, produzindo, a partir da glicose os acidos latico e
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aceético, etanol e CO,, que pode conferir ao queijo Prato uma pequena formacéo de
olhaduras (Mc SWEENEY, 2004).

Uma caracteristica fisico-quimica importante € a textura da massa do queijo
Prato, podendo-se afirmar que a massa € a base das principais particularidades de
um queijo, na qual exerce uma funcéo diferenciada na sua estabilidade (tamanho,
forma, peso), na sua conservacdo (durabilidade e tipo de maturagdo), na
diferenciacdo do proprio tipo (massa mole, semidura ou dura) e na apreciacdo da
sua qualidade (SKELLAND, 1967).

O teor de umidade do queijo prato também tem impacto determinante na
textura da massa, a 4gua pode se ligar a caseina mais ou menos fortemente durante
a producado de acido latico. De um modo geral, em queijos com 5 a 10 dias de
fabricacdo, ndo se encontra mais agua livre entre os graos, através desta integracao,
a armadura de caseina se torna menos firme instabilizando os teores de caseina e
gordura, dessa forma quanto mais elevado o teor de umidade da massa, mais macia
sera a consisténcia (NETO, 2002).

Outra importante observacao para melhoria das caracteristicas fisica, quimica
e fisico-quimica do queijo Prato é a qualidade do leite usado na producdo. O
aquecimento do leite por exemplo, afeta o equilibrio de distribuicdo dos sais de
calcio ocasionando a diminuigdo da solubilidade do calcio e precipitacdo do fosfato
de célcio, que causa um impacto na firmeza do gel obtido na coagulacéo
(JERONIMO, 2005).

De acordo com Walstra & Jenness (1984), as diversas aplicacdes de calor ao
leite causou modificagdes significativas no leite, tendo como principais modificagoes:
eliminacdo de gases, incluindo CO;; o aumento da quantidade de fosfato coloidal
que diminui a concentracdo de [Ca*"], sendo modificacbes reversiveis apés longo
periodo de tempo; isomerizacdo da lactose, que sofre degradacédo parcial, formando
lactulose e &cidos organicos; hidrélise dos ésteres fosforicos, particularmente os das
caseinas; diminuicdo do pH do leite e aumento do valor de sua acidez;
insolubilizacdo de grande parte das proteinas do soro devido a desnaturacao;
inativacdo de enzimas; reacdo entre as proteinas e a lactose, especialmente a
reacdo de Maillard, tendo como consequéncia a diminuicdo da lisina disponivel;
formacdo de grupos sulfidrila livres; agregacdo das micelas de caseina, podendo
ocasionar coagulacéo; formacdo de lactonas e metilcetonas a partir da gordura;

degradacgéo de algumas vitaminas.
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2.2 O diéxido de carbono CO ;e sua utilizacdo na producgéo de queijos
2.2.1 CO; e suas caracteristicas

O diéxido de carbono € um gas incolor, inodoro, ndo combustivel, ndo téxico e
levemente acido em pressdes e temperaturas normais, apresentando as seguintes
propriedades fisicas e quimicas; Massa molecular: 44,01 g/mol, densidade relativa =
1,519 g/L (densidade do ar = 1 g/L) a 21 °C, temperatura critica =30,9 °C, pressao
critica = 75,34 kgf/cm? , volume especifico = 0,55 m®/kg, temperatura de ebuli¢io = -
78,5 °C, temperatura de sublimacéo = - 56,6 °C, massa especifica a 21 °C e a 1 atm
= 1,833 kg/m® . Ja nos alimentos, na qual possui um alto teor de umidade, o CO;
pode se dissolver na fase aquosa, formando o &cido carbénico (H,CO3)
desassociando nas espécies ibnicas bicarbonato (HCOs), carbonato (COs?) e
hidrogénio (H") (PAULA, 2010).

O CO, ao entrar em contato com a agua pode baixar o pH devido a
formacao de acido carbénico resultante da dissolu¢cdo do CO; na fase aquosa. Em
determinadas condi¢cbes podemos verificar uma relacéo linear que ocorre entre a
pressdo parcial de um gas na fase gasosa e a sua concentracdo na fase aquosa,
classificada como Lei de Henry. No caso da solubilizacdo de CO, em agua, teremos

a seguinte formula:

Ky (T) = [COZ*J+ Feoz

Nesse caso, Ky(T) € a constante da Lei de Henry (sendo a funcédo da
temperatura), em mol.L™* atm™, [CO,] é a concentracdo de CO, na fase aquosa, em
mol.L? e P, é a pressdo parcial de CO, na fase gasosa, em atm. O efeito da
solubilidade do gas no liquido decresce de acordo com o aumento da temperatura.
Especificamente o CO,, o valor de Ky(T) sera superior ao da maioria dos gases, por
motivo do aumento da capacidade de absorcdo na qual esta se associando a reacao

quimica que ocorre entre o meio liquido (MAIA; RAMOS, 2004).
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2.2.2 Utilizagdo do CO , na producgéo de queijos e os efeitos tecnoldgicos

Loss e Hotchkiss (2000) afirmam que a adi¢cao de dioxido de carbono ao leite
pasteurizado pode contribuir para a melhora da otimizacdo do processo de
fabricacdo e conservacdo de queijos, ndo s6 pelo abaixamento do pH do leite no
inicio do processo de fabricacdo, como também por controlar o crescimento de
alguns grupos de microrganismos.

O CO, ao ser dissolvido no meio aquoso pode retardar a multiplicacdo de
microrganismos, sendo eles Gram-positivos e Gram-negativos, no entanto, seu
efeito inibidor pode variar em funcdo do microrganismo e da fase na qual ele se
encontra perante a curva de crescimento. O uso do dioxido de carbono tem uma
funcdo de grande importancia na validade comercial dos alimentos pereciveis,
processo esse que ocorre através da inibicdo de indmeras enzimas, sejam elas
naturais ou microbianas (LOSS e HOTCHKISS, 2003).

O abaixamento do pH externo pode contribuir no aumento da permeabilidade
celular, facilitando dessa forma a passagem do CO, para o interior das células
microbianas. Segundo 0s autores responsaveis, isso provavelmente explica o
motivo pelo qual o CO, pode penetrar nas células microbianas a uma taxa muito
mais rapida do que outras moléculas que ndo produzem acidificagdo da solucdo. No
entanto, pode se afirmar que o efeito direto do CO, (ndo hidratado) sobre a
membrana seja provavelmente mais importante para explicar sua elevada taxa de
penetracdo nas células bacterianas (GARCIA-GONZALEZ et al., 2007).

Paula (2010), cita que o equilibrio da reagéo é determinado pelo pH presente
na fase aquosa. Dessa forma a solubilidade do CO, aumenta de acordo com o
aumento no pH, sendo mais visivel em valores de pH elevados. Sendo assim,
afirma-se que o pH ou até mesmo o poder do tamponante que se encontra no meio
no qual o CO, é dissolvido ira afetar o mecanismo de ac¢éo, tendo destaque o teor de
acido carbonico dissolvido no meio (PESTANA, 2007).

A aplicacdo de CO, sob pressédo durante todo o processo do tratamento
térmico do leite pode reduzir de maneira consideravel o tempo requerido para a
esterilizagdo ou pasteurizacdo, de tal forma a minimizar a degradagéo térmica de
substancias sensiveis, com destaque as vitaminas (ERKMEN, 2001).

A adicdo de CO, por meios artificiais abaixa o pH do leite e resulta em

diminuicdo do tempo de coagulacdo. Esse efeito pode ser usado para se obter o
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mesmo tempo de coagulacdo com menor quantidade de coalho. A injecdo de
CO, normalmente é feita na linha de alimentacao do tanque de fabricacdo sendo que
a taxa de injecdo e o tempo de contato com o leite antes de misturar o coalho tem de
ser calculados quando o sistema for instalado. Queijarias que utilizam o didxido de
carbono relatam que a quantidade de coalho pode ser reduzida pela metade sem
efeitos adversos, 0 que seria uma grande vantagem do ponto de vista econdémico.
Alteracéo do pH do leite, especialmente por acidificacdo, constitui etapa fundamental
para uma série de processos tecnoldgicos de fabricagcdo, sendo que durante a
diminuicdo de pH, mudancgas podem ocorrer na composi¢ao e, portanto, na estrutura
micelar (PAULA, 2006).

Pesquisas apontam que a concentracdo de 0,119 mol/L de CO, contribui para
na multiplicacdo de esporos de Bacillus cereus no leite durante o periodo estocagem
prolongada reduzindo o pH do leite de 6,61 para 6,31. No entanto, os dados
sugerem que a adicdo de moderados niveis de CO, inibem a germinacdo desses
esporos de Bacillus cereus, durante longos periodos de estocagem, diminuindo o
risco de doencas alimentares por esses microrganismos (WERNER E HOTCHKISS,
2002).

2.2.3 O CO,em estudos e pesquisas em leite e derivados

Estudos vém reforcando a importancia da utilizacdo de CO, na industria de
laticinios, em especial nas industrias queijeiras: amostra de leite cru estocada a 7°C
e tratada com CO,, aumentou em horas no tempo requerido para dobrar a contagem
total de aerobios mesofilos em relacdo ao leite ndo tratado (PAULA et al, 2008).

Erkemen (2001) cita que, o numero de coliformes, psicrotroficos e aerdobios
(facultativos e obrigatorios) foi significativamente mais baixo no leite cru tratado do
que em leite ndo tratado sendo ambos incubado a seis °C por seis dias. O
tratamento a 100 bar de pressao de CO, por sete horas causou a diminui¢céo de 6,42
e 7,24 ciclos log na populagcdo de E.coli em leite integral e leite desnatado
respectivamente.

Ao estudar a adequabilidade de leite conservado por refrigeracao e adicao de
CO, para fabricacdo de iogurte, Gueimonde et al. (2003), concluiu que a capacidade
de multiplicacdo e acidificacdo da cultura starter bem como a evolucdo da acidez

nao foi afetada pela prévia refrigeracdo e adicdo de CO; no leite cru ou por residuos
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de CO; presente no leite pasteurizado. Contudo, a refrigeragdo aumentou a
producdo de etanol e diacetil, porém, ndo ocorreu diferenca nas propriedades
sensoriais durante a estocagem refrigerada entre o iogurte fabricado com leite
tratado com CO, e o controle. Dessa forma os autores concluiram que o leite
refrigerado acidificado com CO, poderia ser satisfatoriamente usado na fabricacao
de iogurte.

Werner & Hotchkiss (2002) pesquisaram o efeito do diéxido COde carbono no
crescimento de esporos de Bacillus cereus no leite durante a estocagem prolongada
e concluiram que a adicao de 11,9 mM de CO; reduziu o pH do leite de 6,61 para
6,31. Os dados mostrados na pesquisa sugerem que a adicdo de moderados niveis
de CO; ndo aumentam a germinagao de esporos de Bacillus cereus, durante longos
periodos de estocagem dessa forma ndo aumentam o risco de doencas alimentares
causadas por esses microrganismos.

Ao estudar a inibicdo de Bacillus cereus em leite bifidus fermentado
carbonatado, Noriega et al. (2003) relatou que a populacdo de Bifidobacterium
infantis n&o foi afetada pela presenca de CO, e a populagéo de Bacillus cereus foi
reduzida dois ciclos log em 12 horas de incubacdo em leite carbonatado, a 37 °C. Os
autores concluiram que o uso de leite acidificado com diéxido de carbono ndo afetou
as propriedades sensoriais do produto. Dessa forma, a carbonatacdo de leite,
tratado termicamente, antes da adicdo de bifidobacteria pode contribuir para reduzir
0 risco de contaminacéo de leite bifidus por Bacillus cereus.

Ma, Barbano e Santos (2003) ao estudar o efeito da adicdo de CO, na
protedlises e lipdlises do leite cru a temperatura de 4°C observaram que o leite com
contagem de célula Somatica — CCS, tanto alta quanto baixa, apresentou
crescimento microbioldgico inibido. A protedlise e a lipolises foram ocasionadas por
enzimas endogenas. O autor conclui que a reducdo do pH do leite pela adicdo de
CO, ou do HCL explica a reducao na protedlises. Nenhum efeito da carbonatacao ou
acidificacao do leite foi observado na lipolise nos leites preservados com alta e baixa
CCS. A adicéo de CO; no leite cru diminuiu a protedlise através de pelo menos dois
mecanismos: a reducdo das proteases microbiologicas devido a um crescimento
microbiolégico reduzido e uma possivel reducéo da atividade da protease endégena
devido ao baixo pH do leite.

Ma e Barbano (2003) estudaram o efeito do pH no ponto de congelamento do

leite submetido a adicdo de CO,. Nesse estudo observaram que tanto a caseina
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guanto as soro proteinas aumentaram a capacidade de tamponamento do leite. Na
mesma concentragdo de CO, a 0°C o leite com maior concentracéo de soro proteina
e caseina teve maior resisténcia a mudanca de pH e melhor extensédo no decréscimo
do ponto de congelamento. Os autores concluiram também que o CO, dissolvido na
porcao desnatada do leite, a extensao da reducao do pH e a diminuigdo do ponto de
congelamento dependeu da concentracdo e do tipo de proteina, ou seja, soro
proteina ou caseina.

Guillaume et al, (2002) investigaram o efeito da suplementacdo de sal na
composicdo micelar do leite desnatado reconstituido e submetido a acidificacdo por
pressdo de CO, com pH de 5,8, seguido por despressurizagdo sob vacuo,
concluiram que o calcio o qual foi adicionado ao leite na concentracdo de 0 mmol/kg
a 25 mmol/kg de leite com pH ajustado a 6,65 + 0,02, foi um fator determinante que
favoreceu o aumento na concentracdo dos constituintes micelar; Ca, P, Mg e das
proteinas da fase soluvel. Os autores citaram também, que a adicdo de Ca em
concentracdo menor que 17,5 mmol/kg de leite favoreceu a remocéo de Ca, P, Mg e

proteinas da fase soluvel para a fase micelar.

3. Material e métodos

3.1 Localizagéo

Os experimentos foram realizados em escala piloto nas dependéncias do
nacleo industrial do Centro de Pesquisa do Instituto de Laticinios Candido Tostes da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais - EPAMIG
(CEPE/ILCT/EPAMIG), em Juiz de Fora, Minas Gerais. As analises fisico-quimicas,
microbiolégicas, sensoriais e de perfil de textura foram realizadas nos laboratérios do
CEPQ/ILCT/EPAMIG. As andlises de célcio foram realizadas no Laboratério de
Composicdo e Valor Nutricional dos Alimentos do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora e no laboratério de qualidade do leite na
EMBRAPA, as analises microestruturais foram realizadas no Nucleo de Microscopia
e Microanalise (NMM) da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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3.2 Testes preliminares

Os testes preliminares foram realizados com o0 mesmo volume de leite utilizado
no experimento (50 litros). Estes testes foram feitos para determinar a presséao, o pH
ideal, a quantidade de CO, a ser adicionada no leite e as modifica¢cdes no processo
de fabricacdo. Durante o0s testes preliminares foram também testados dois
tratamentos: controle (sem CO;) e com a adicdo de CO,. No pré-teste verificamos
que o leite com o pH inferior a 6.0 prejudicava a fabricacdo dos queijos, uma vez
que, comecga a ocorre a coagulacdo do leite devido ao pH proximo ao seu ponto

isoelétrico.

3.3 Delineamento estatistico e analise dos resultad os

Os experimentos foram conduzidos em quatro repeticdes, no delineamento
inteiramente casualizado, em parcelas subdivididas, sendo o fator CO, alocado nas
parcelas e o0s tempos de estocagem como subparcelas. Foi realizado o
desdobramento da andlise de variancia para estudar o comportamento da variavel
ao longo do tempo, através da analise de regressdo. Em vista disso, foram feitas
analises de variancias para verificar os efeitos principais de tratamento, do tempo e
da interacdo entre tratamento e tempo. Nos casos onde houve efeito significativo de
tempo, o desdobramento foi feito através da analise de regresséo que permitiu fazer
interpolacdes para quaisquer tempos, dentro do intervalo estudado. Foi utilizada
também a estatistica descritiva para apresentacdo, avaliacdo e discussdo dos
resultados. As analises foram realizadas com o auxilio do programa MINITAB,
versao 14 (STATISTICAL SOFTWARE. MINITAB INC., 2003).

Os queijos Prato foram fabricados com 50 litros de leite em cada fabricacéo.
O experimento foi montado com dois tratamentos: A) injecdo de CO, até pH 6,0
abaixo desse pH o leite comeca a coagular interferindo no processo B) tratamento
controle (sem CO,). O fluxograma de fabricacdo dos queijos, a pressdo de injecéo
de CO,, o pH ideal, a quantidade de CO, a ser adicionada no leite e as modifica¢des
tecnologicas no processo de fabricagdo foram definidas por meio de testes
preliminares realizados no nucleo industrial do ILCT/EPAMIG.

As hipoteses de interesses estudadas foram:

1) A incorporagao do CO, (tratamentos):



27

Ho: injecdo de CO, = controle (sem COy);

2) As caracteristicas do produto durante o tempo de armazenamento (dias de
estocagem):

Ho: 4 = 30 = 60 = 90 = 120 dias, para o queijo prato;

3) A interacao entre os dois fatores de estudo: tratamento (CO) x tempo

Ho: O comportamento das caracteristicas do produto ao longo do tempo € o0 mesmo

para cada tratamento (com e sem incorporacéo de CO,).

3.4 Sistema de injecéo e as condi¢des de carbonatac 4o

O leite foi padronizado para 3,2% (m/v) de gordura, pasteurizado a 65C/30
min e resfriado rapidamente a 5C. Apds esse procedimento o leite foi transferido
para o carbonatador de aco inoxidavel tipo Post Mix com capacidade de 19 litros ou
5 galdes, com pressdo maxima de servico de 14 kg/cm? ou 130 PSI (marca:
Cornelius Equipamentos para Bebidas LTDA) na qual foi realizada a injecdo de CO,
em trés bateladas de aproximadamente 17 L de leite a 5C com, pelo menos, 15
minutos de tempo de contato para incorporagdo de CO,. A injecdo de CO,
adicionada ao leite foi controlada em funcédo da leitura de pH do leite no proprio
carbonatador na qual se realizou a injecdo de CO,. A Figura 1 mostra o sistema de

carbonatacao utilizado no experimento.
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Figura 1 — A: Sistema de injecdo de CO, para leite utilizado no experimento; B:
medicao do pH do leite carbonatado; C: mandmetros de baixa pressao e de pressao

da garrafa de gas CO..

3.5 Fabricacédo do queijo Prato.

Para a fabricagdo do queijo Prato, foram utilizados 50 L de leite padronizado
para 3,2 % (m/m) de gordura, pasteurizado a 65C/30 min e carbonatado até pH 6,0,
para o queijo do tratamento com CO,, logo apds foi inoculado no leite o fermento
latico com cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris R-704, 2,5u para 50 litros de leite. Apés 15 minutos de pré-maturacao a
32T, foi adicionado o nitrato de sédio (50% m/v) (Produto Macalé LTDA), 20 mL
para cada tanque de fabricagcdo. Em seguida foi adicionado o cloreto de célcio
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(Produtos Macalé LTDA), 25 mL da solugdo a 40 % (m/v) e o corante natural de
urucum (Chr-hansen®) 10 mL para cada 50 L. Logo apés a temperatura foi ajustada
para 33C e entdo se procedeu a coagulacdo, usando 1,5 mL de coagulante
(Chymax M®, Chr-Hansen) sendo mantida a mesma quantidade de coagulante para
os diferentes tratamentos. O tempo de coagulagao foi cronometrado no momento da
adicdo do coagulante até que a coalhada se tornasse firme o suficiente para
realizacdo do corte. Apds o tempo necessario para a coagulacdo, a coalhada foi
cortada lentamente, por meio de liras horizontal e vertical, em grdos de numero 03 e
deixada em repouso por 5 minutos. O tempo da primeira mexedura foi fixada em 15
minutos. Apos os 15 minutos de mexedora foram retirados 20% do soro e
adicionados lentamente 20% de agua em temperatura de 80°C, aquecendo até 42C
e continuando o processo de mexedura até obtencao do ponto. Apds a obtencéo do
ponto foi realizada a dessoragem seguida da pré-prensagem com o dobro do peso
estimado de massa por 15 minutos. Logo em seguida a massa foi enformada em
formas de queijo Prato de 1 kg com dessoradores na tampa e no corpo para a
realizacdo da etapa de prensagem em prensa coletiva manual com pesos de 10 kg.
A prensagem foi feita com quatro viragens nos seguintes tempos: ap6s 90 min, 60
min, 30 min e 10 min sem dessoradores, quando foram deixados fermentar até pH
alvo de 5,6. Os queijos foram entdo salgados em salmoura a 20 % (m/v) de sal em
temperaturas entre 10 € a 12 €T por 10 horas e em seguida as pecas foram
secadas na mesma camara por 12 horas e fracionadas em quatro fatias de
aproximadamente 200g cada, quando entdo foram embalados em embalagens
plasticas de polietileno termoencolhivel a vacuo e armazenadas em estufas tipo
B.O.D (American Lab BOD AL200) a5 € +£1 € para a realizacdo das analises nos
tempos previstos.

Os queijos Prato foram fabricados conforme o fluxograma de fabricacdo
descrito a seguir.



Leite pasteurizado (65T/30 min), com 3,2% de matér ia gorda

Carbonatacéo do < | > Tratamento
) leite Controle
(até pH =6,0) (sem COy)

Adicdo de fermento mesofilico tipo “O”
v

Pré-maturacdo por 15 min a 33T

Adicado de ingredientes:
Nitrato de sédio: 20 mL/50 L
Cloreto de célcio: 25 mL/50 L

Corante natural de urucum: 10 mL/50 L

Adicdo do coalho 33°C: 1,5 mL/50L
(Chymax M®, forga 950 IMCU/mL, Chr-Hansen)

Corte da coalhada: gréo 03

| mexedura: lenta por 20 minutos

v

Dessoragem parcial
(retirada de 10L de soro)

Il mexedura: com adi¢cao de agua quente (10L)
(aguecimento de 1°C a cada 2-3 minutos até 42C)

v

Obtencédo do Ponto e dessoragem total
Pré-prensagem por 20 min com o dobro de peso estima  do de massa.
Enformagem em formas retangulares de 1kg com dessor  adores.

Prensagem com 10kg até pH 5,6
12 - 30 min
22-90 min
32-20 min
v
Salga em Salmoura a 20 % de sal a 10C - 12C por1 0h
\

Secagem por 12 horas a 10-12°C e 70% URA.
v
Fracionamento e embalagem termoencolhivel a vacuo
Estocagem em estufas tipo B.O.Da5C+1<T
v

Realizacdo das analises nos tempos previstos

Fonte: Adaptado de FURTADO (2005).
Figura 2 — Fluxograma de fabricacéo do queijo Prato.
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3.5.1 Andlise fisico-quimica do leite e do soro

As andlises de pH, teor percentual de gordura (m/m), sélidos totais (m/m),
acidez titulavel (m/v), proteina (m/m) e densidade a 15 € do leite e do soro de leite
foram realizadas de acordo com os métodos descritos na Instrucdo Normativa n° 68,
de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006). Todas as andlises foram realizadas em
duplicata, os resultados com alteracbes foram repetidos e confirmados. A
determinacao do teor do calcio livre foi obtido pelo método eletroquimico, por meio
do Medidor Orion® modelo 4-Star, eletrodo ion seletivo para célcio a 25°C. O
equipamento foi calibrado com solucdo padrdo de calcio nas concentracdes de
10mg/L e 100 mg/L, conforme descrito por Pereira (2014).

3.5.2 Andlise fisico-quimica do queijo Prato

As andlises fisico-quimicas de composicao: pH, umidade, teor percentual de
gordura (%, m/m), NaCl (%, m/m), residuo mineral fixo (%, m/m), proteina (%, m/m)
Aw e calcio (m/m) foram realizadas aos 4 dias de estocagem. As analises para
acompanhamento durante a estocagem dos queijos: pH, teor percentual de umidade
e indices de protedlise (profundidade e extensdo da maturacdo) foram realizadas ao
30, 60, 90 e 120 dias de estocagem. As andlises foram realizadas de acordo com os
meétodos descritos na Instrucdo Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006
(BRASIL, 2006). As analises dos teores percentuais (m/m) de nitrogénio total (NT),
nitrogénio solavel (NS) em pH 4,6 e nitrogénio solivel (NS) em TCA a 12 % (m/v)
foram obtidos pelo método Kjeldahl, conforme a metodologia descrita por Pereira
(2001).

O fator usado para o calculo do teor percentual (m/m) de proteina com base
no teor de nitrogénio total, foi 6,38, que foi utilizado para se calcular o indice de
extensdo da proteolise (relacdo % de NS pH 4,6 / NT) e o indice de profundidade da
protedlise (relacdo % de NS TCA 12 % / NT). A determinacdo do teor do célcio
inorganico total (soluvel em TCA, %, m/m) foi realizada por espectrofotometria de
absorcdo atdomica (SILVA e QUEIROZ, 2002). Teor de percentual de gordura no
extrato seco (GES) foi obtido pela relacdo do teor percentual de gordura dividida

pelo teor percentual de solidos totais.
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3.5.3 Andlise do rendimento da fabricacéo

Existem varias maneiras de se calcular a eficiéncia e o rendimento de uma
determinada producédo através do aproveitamento de elementos do leite na
coalhada, tais como; proteinas totais, extrato seco total ou desengordurado,
gorduras e outros componentes.

Os resultados obtidos das andlises fisico-quimicas dos leites, soros de leite e
queijos e da pesagem da producéo final apés um dia de fabricacéo foram utilizados
para o célculo das variaveis de rendimento de fabricacdo, segundo metodologia
descrita por Furtado (2005):

 Percentual de cifra de transicdo de gordura no soro pelo método empirico, de

acordo com a Equacéo 1:

Perda de gordura (%) = Gs x100/ Gl (1),

em que:

Gs = porcentagem de gordura do soro de leite;
Gl = porcentagem de gordura do leite.

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

técnico, de acordo com a Equacéao 2:

Perda de gordura (%) = (kgl — P) Gs x100 / (kgl / DI) GIxDs  (2),

em que:

Ds = densidade a 15 T do soro de leite;

DI = densidade a 15 T do leite;

Kgl = quilos de leite;

Gl = porcentagem de gordura no leite;

Gs = porcentagem de gordura no soro de leite;

P = produc&o de queijos (kg).



* Percentual de cifra de transi¢éo de proteina no soro pelo método empirico, de
acordo com a Equacéo 3:

Perda de proteina (%) = Ps x100 /Pl (3),

em que:

Ps = porcentagem de proteina do soro de leite;

Pl = porcentagem de proteina do leite.

* Percentual de cifra de transi¢éo de proteina no soro pelo método técnico, de

acordo com a Equacéao 4:

Perda de proteina (%) = (kgl — P) x Ps x100 / (kgl / DI) PI xDs  (4),

em que:

Ds = densidade a 15 T do soro de leite;

DI = densidade a 15 T do leite;

Kgl = quilos de leite;

Pl = porcentagem de proteina no leite;

Ps = porcentagem de proteina no soro de leite;

P = producéo de queijos (kg).
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» Aproveitamento de solidos no queijo em relacao a cada litro de leite trabalhado ou

Coeficiente GL (g ST/L), de acordo com a Equacéao 5:

gSTIL=STxPx10/V (5),

em que:
ST = porcentagem de sélidos totais do queijo;
P = produgéao de queijos (kg);

V = volume de leite (L).

* Rendimento em litros de leite por quilo de queijo ajustado (L/kg A), de acordo
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com a Equacgéo 6:
L/kg A=V (100 -UP)/P xST (6),

em que:

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

ST = porcentagem de sélidos totais do queijo.

3.5.4 Andlise microbiolégica do leite e do queijo

As contagens de Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Salmonella sp. foram realizadas apés quatro dias de estocagem do queijo Prato e a
contagem padrdo e as contagens de coliformes a 35 °C e a 45 € e fungos
filamentosos e leveduras foram realizadas durante o periodo de estocagem. No leite
foram realizadas as contagens padréo, contagens de coliformesa 35 CTea 45 TCe
fungos filamentosos e leveduras.

As contagens microbiolégicas: contagem padrdo, coliformes a 35 C, fungos
filamentosos e leveduras e S. aureus foram realizadas, utilizando-se as técnicas de
contagem em placas Petrifilm®, de acordo com a metodologia e material, citados a
seguir, e com os procedimentos determinados pelo fabricante, sendo ambos

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

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

« Contagem de coliformes a 35 C e a 45 C- Petrifim E.coli/Coliform Count
Plate, 3M, NM-USA (AOAC 991.14 — Contagem de Coliformes e E. coli em
alimentos, pelicula Reidratavel Seca);

e« Contagem de fungos filamentosos e leveduras — Petrifim Yeast and Mold
Count Plate, 3M, NM-USA (AOAC 997.02 — Contagem de Bolores e

Leveduras em Alimentos, Filme Reidratavel Seco — Método Petrifilm);
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« Contagem de Staphylococcus aureus — Petrifim Staph Express Count Plate,
3M, NM-USA (AOAC 2003.08 — Método para Contagem de Staphylococcus
aureus em Laticinios);

e Contagem de Listeria monocytogenes (AOAC, 1984);

* Contagem de Salmonella sp. (AOAC, 1984).

3.5.5 Analise microestrutural

As analises microestruturais foram realizadas no Nucleo de Microscopia e
Microanalise (NMM) da UFV. As amostras de queijo Prato controle e queijo Prato
com injecdo de CO, foram preparadas para a microscopia eletrénica de varredura
(MEV), de acordo com a metodologia utilizada por Lobato-Calleros et al (2002) e
Freire (2009), com modificacdes. Amostras cilindricas de 0,5 cm de diametro e de
altura foram fixadas em solucdo tampéo de glutaraldeido 2 (%) por seis horas,
desidratadas em solu¢cées com concentracao etandlica crescente: 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 % e 100 %, por um periodo de tempo de permanéncia em cada solucao de
30 min e, por fim, colocadas em acetona por uma hora. Na sequéncia, as amostras
foram congeladas em ultra-freezer em temperatura de — 80°C e levadas ao
liofilizador (marca Terroni modelo LS 300). Cada amostra seca foi particionada
manualmente e montada nos stubs (suportes porta-amostra do microscopio) com a
parte fraturada voltada para cima, e entdo foram levadas ao pulverizador de ouro
(Electron Microscopy Sciences modelo 550x) e recobertas com uma camada de ouro
para evitar o colapso da superficie. Um microscopio eletrénico de varredura (Leo
modelo 1430 VP, Cambridge, Inglaterra), operando com 15 kV, foi utilizado para
visualizagao das amostras na magnitude entre 500 e 4.000 vezes.

3.5.6 Analise sensorial

Para a avaliacdo sensorial dos queijos foram realizados testes de aceitacao
sensorial utilizando-se a escala hedbnica de nove pontos. Para avaliar a influéncia
dos tratamentos na preferéncia dos consumidores foi utilizado o teste de preferéncia,
segundo metodologias descritas por Minim (2006). A Figura 3 apresenta a ficha de

avaliacao utilizada na analise sensorial dos queijos Prato dos diferentes tratamentos.
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ESCALA HEDONICA / PREFERENCIA

Nome: Data: /]

Por favor, avalie as amostras utilizando a escala abaixo para descrever o quanto vocé
gostou ou desgostou do produto. Marque a posicdo da escala que reflita seu julgamento. Em
seguida ordene-as de acordo com sua preferéncia. Atribua o numero 1 para a amostra mais
preferida e 2 para a segunda mais preferida . Entre cada avaliacdo, enxague a boca com
agua e espere 30 segundos.

Cdédigo da amostra: Cdédigo da amostra:

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente
Desgostei muito

Desgostei extremamente

Gostei extremamente
Gostei muito

Gostei moderadamente
Gostei ligeiramente
Indiferente

Desgostei ligeiramente
Desgostei moderadamente
Desgostei muito

Desgostei extremamente

ANAN AN AN AN AN AN S
N N N N N N N N
ANAN AN AN AN AN AN S
N N N N N N N N

Ordem de preferéncia: Ordem de preferéncia:
Observacgoes:
Figura 3 — Modelo de ficha de avaliagdo para os testes de aceitacdo e

preferéncia, adaptado de Minim (2006).

As amostras foram apresentadas em temperatura ambiente (25 <),
devidamente codificadas com numeros aleatérios de trés digitos, em pratos
descartaveis, contendo aproximadamente 30 g de cada amostra de queijo. As
avaliacdes foram realizadas durante os tempos de estocagem: 4, 30, 60, 90 e 120

dias para ambos os tratamentos por no minimo 30 provadores nao treinados.

3.5.7 Andlise do perfil de textura (TPA)

As andlises para a determinagdo do perfil de textura dos queijos foram
realizadas no laboratério de Pesquisa do CEPE/ILCT/EPAMIG. Para a andlise do
perfil de textura, foi utilizado o Texturdbmetro, marca Brookfield, modelo CT3 Texture
Analyzer. As condicdes de trabalho foram: pré-teste, teste e pos-teste nas
velocidades de 1 mm/s, com distancia de compresséo de 40 % da parte superior da

amostra. Uma sonda cilindrica foi usada juntamente com uma célula de carga de 1
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KN, movida perpendicularmente através das amostras de queijos cortados em cubo
(25 mm de diametro e 25 mm de altura) que foram colhidas aleatoriamente do queijo
inteiro. As resisténcias exercidas pelas amostras foram automaticamente registradas
e a firmeza, fraturabilidade, gomosidade e mastigabilidade em Newton (N),
elasticidade (mm) e coesividade foram calculadas pelo software Blue Hill 2.0 (Instron
- Norwood, Massachusetts, EUA), utilizando dados de forga (N) x tempo (s) obtidos

durante os ensaios.

A tabela 1 mostra os periodos e as analises que foram realizadas no leite e do
soro do leite. A tabela 2 mostra os periodos e as analises que foram realizadas no

queijo.

Tabela 1 — Resumo das andlises realizadas para o leite e para o soro de leite dos

dois tratamentos

Analises do leite e do soro de leite

. ++ Proteina Microbiol6gicas Coleta de dados da
Tempo Gb Acidez pH Dise ST Ca e fracoes fabricacio
TO v v v v v v v v v

Legenda: ST = sdlidos totais; Gb = Gordura; D = densidade.

Tabela 2 — Resumo das analises realizadas para o queijo dos dois tratamentos

Andlises do queijo Prato

Tempo pH Um Gb Na- pvE  aw  FrOte Rendi- Indlggs Calcio  Microes-  Senso- Microbioldgicas
Cl ina mento  Protedlise Total truturais riais
D+4 v v v v v v v v v v v v
D+30 v v v v v v v
D60 v v v v v v v
D+90 v v v v v v v
v
D+120 v V¥ v v v v

Legenda: D = Dia da fabricacdo; Um = umidade; Gb = Gordura; RMF = residuo mineral mixo;

4. Resultados e discussao

Os resultados das analises realizadas neste experimento para a determinacao

dos efeitos do uso de CO, na fabricacdo do queijo Prato estédo descritos e discutidos

a sequir.
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4.1 Composicgao fisico-quimica do leite

O leite utilizado na fabricagdo do queijo Prato nos dois tratamentos
apresentou a mesma composicao fisico-quimica devido ao fato da ser oriundo do
mesmo lote de matéria prima e do mesmo tanque de estocagem. As amostras do
leite para analise de composi¢ao foram retiradas antes da etapa de carbonatacéo do
leite, que alterou posteriormente a acidez titulavel e o pH.

Os resultados da composicdo fisico-quimica média do leite utilizado nas

fabricagGes dos queijos Prato dos dois tratamentos encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicéo fisico-quimica meédia do leite utilizado para a fabricacéo

dos queijos Prato no experimento

Tratamento

Variavel CO; e Controle
Proteina (%, m/v) 3,30 £ 0,27
Gordura (%, m/v) 3,20 £ 0,00
EST (%,m/v) 12,16 £ 0,31

Densidade (g/mL) 1028,68 + 0,36
Acidez*(%,m/v) 17,00 £ 0,00
Ph 6,61 + 0.03
Umidade (%,m/v) 87,85+ 0,30

DP = Desvio Padréo; EST = Extrato Seco Total; * = % de compostos acidos expressos como acido

latico.

Ao estudar a influéncia da adicdo de CO, ao leite sobre as caracteristicas
fisico-quimicas e microbiolégicas do queijo Minas Frescal, Dias (2009) obteve em
sua pesquisa valores de pH de 6,83, 6,24 e 6,27 destacando-se o ultimo valor para o
leite que sofreu pré-acidificacdo através da injecdo com CO,. O autor também
encontrou resultados bem proximos para os demais parametros fisico-quimicos, a
citar: acidez de 15,7 °D, extrato seco total de 12,03 % m/v, densidade de 1030 a
15°C g/L, gordura de 3,43 % e proteina de 3,10%. Dias e Gigante (2009)
encontraram resultados semelhantes ao analisar o efeito da pré-acidificacdo do leite
atraves da adicéo de CO, sobre o rendimento e as caracteristicas fisico-quimicas do

gueijo Minas Frescal.
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No estudo do impacto da pré-acidificacdo do leite com CO, no rendimento e
na composicdo do queijo Cheddar, Nelson et al. (2004a) encontraram resultados
semelhantes na composicédo da gordura, proteina e no pH do leite que foi utilizado

na presente pesquisa.

4.2 Composic¢dao fisico-quimica dos queijos apés afa  bricacéo

A analise de variancia indicou diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao
pH dos queijos para os tratamentos utilizados. O pH do queijo do tratamento controle
foi maior (p<0,05) em relagdo ao do queijo do tratamento com CO,. Esse
comportamento pode ser explicado pela presenca predominante de acido carbénico
(H2.CO3) proveniente da carbonatacdo do leite, mesmo apds a fermentacdo e
abaixamento do pH pelas bactérias do fermento latico utilizado.

Com relagdo ao teor de umidade (e consequentemente o teor de solidos
totais) a analise estatistica também indicou diferenca significativa (p<0,05) entre os
queijos dos tratamentos utilizados. O teor de umidade do queijo do tratamento
controle (48,66, %, m/v) foi estatisticamente (p<0,05) maior que (47,05 %, m/v),
encontrado para o queijo do tratamento com pré-acidificacdo com CO,. Esse
comportamento pode ser explicado pelo maior dessoramento do queijo do
tratamento pré-acidificado com CO; durante a etapa de mexedura, mesmo reduzindo
o tempo total dessa etapa.

Os resultados das analises fisico-quimicas dos queijos Prato do tratamento
controle e do tratamento com pré-acidificagdo com CO, encontram-se na Tabela 4.



40

Tabela 4 — Composi¢cdo fisico-quimica média dos queijos Prato dos diferentes

tratamentos
Tratamento com CO ,

variaveis (médci:aoiz DP) (m(éﬁirlfi ISP)

* pH 5,08 + 0,06 5,18 + 0,06

NS Gordura (%m/v) 28,50 + 1,29 26,50 + 0,58
"Umidade (Y%m/v) 47,05 + 0,86 48,66 + 0,57

NS Sélidos Totais (% m/v) 53,16 + 0,98 51,30 + 0,56
NS Proteina (% miv) 22,11 +2,18 21,54 +2,70

NS Aw 0,97 + 0,00 0,97 +0,00

NS NaCl (%m/v) 1,71 +1,01 1,58 +1,44

NS RMF (9%miv) 3,82+0,21 3,90 + 0,65
NSGES 53,61 + 1,24 51,66 + 3,68

NS = Nao siginificativo (p>0,05); * = Significativo (p<0,05); DP = Desvio Padréo; GES = Gordura no
Extrato Seco; RMF = Residuo Mineral Fixo; Aw = Atividade de Agua.

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos,
regulamentado pela Portaria nimero 146 de 7 de marco de 1996 (BRASIL, 1996 e
BRASIL, 2004) define queijo Prato como queijo gordo (GES entre 45 e 59,9%) e de
média umidade (entre 36 e 45,9% de umidade). Pelos resultados, os queijos dos
dois tratamentos estdo em conformidade com a legislacédo quanto ao teor de gordura
no extrato seco (GES). No entanto, o teor de umidade média para os dois
tratamentos foi ligeiramente superior ao preconizado pela legislagcéo. Esta diferenca
pode ser atribuida ao curto periodo de estocagem (12h) das amostras na camara de
secagem.

De acordo com Paula (2010) a menor umidade obtida no queijo tratado com
CO, pode ser justificada em funcdo da maior sinérese do coagulo no tanque de
fabricagcdo. Em relacdo ao valor de pH encontrado para os queijos, foi constatado
diferenca significativa (p<0,05) para os tratamentos utilizados. O pH do queijo do
tratamento controle foi maior em relacdo ao do queijo do tratamento com injecao de
CO,. Motivo este ocasionado pela dissolucdo do CO, na fase aquosa formando

acido carbénico (H,CO3) acidificando o meio.
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Ao avaliarem a influéncia da adicdo de CO; no leite pasteurizado para
fabricacdo de queijo Minas Frescal em escala modelo piloto, Dias e Gigante (2009),
também encontraram diferenca de pH, umidade e gordura entre 0os queijos tratados
com CO; e os queijos do tratamento controle (com adicdo de cultura latica). Esses
autores encontraram valores de umidade de 63,02 % (m/m) para os queijos controle,
57,44 % (m/m) para os queijos obtidos a partir do leite pré-acidificado com &cido
latico e 57,62 % (m/m) para o queijo tratado com CO, (pH 6,21). No presente
trabalho, n&o foi encontrada diferenga significativa (p<0,05) para as outras variaveis

de composicéo avaliadas.

4.3 Andlise de rendimento da fabricacéo

A analise de variancia nao indicou diferenca significativa (p<0,05) em relacéo
as variaveis "% de perda de proteina no soro, método técnico", "% perda de proteina
no soro, método empirico, “Coeficiente GL” e “Rendimento Ajustado” para o0s
tratamentos. No entanto, a analise de variancia registrou efeito significativo entre os
tratamentos para as variaveis “Porcentagem de perda de gordura pelo método
empirico” e “Porcentagem de perda de gordura pelo método técnico”.

O tratamento com injecdo de CO, apresentou porcentagem de perda de
gordura mais baixa, tanto pelo método empirico como pelo método técnico. Motivo
este ocasionado provavelmente pela melhor formacéo da coalhada, o que permitiu
maior aprisionamento desse constituinte. Ja para os indices de perda de proteina,
Coeficiente GL (g ST/L) e Rendimento Ajustado (L/kg A), o tratamento com injecéo
de CO; néao diferenciou significativamente (p>0,05) quando comparado ao controle.
Este comportamento pode ser explicado provavelmente devido ao pH menor da
coalhada no tratamento com injecdo de CO,, 0 que ocasionou 0 seu dessoramento
nas etapas de producdo como mexedura, enformagem, viragem, salga e secagem,
resultando em menor peso final da producéo, visto que essas variaveis levam em
conta a quantidade de queijo produzida, ou seja, producdo final. Este
comportamento pode ser comprovado pelo menor teor de umidade encontrado para
0 queijo do tratamento com CO,. No experimento, o tempo de mexedura foi
diminuido, mas a reducao ainda n&o foi suficiente para contrabalancear o maior
dessoramento da coalhada no tratamento com CO,, o que indica que o tempo de

mexedura poderia ser ainda mais reduzido para os queijos do tratamento com CO..



Na Tabela 5 sdo mostrados os resultados dos métodos utilizados no

experimento para calcular o rendimento de cada producéo.

Tabela 5 — Analise de rendimento da producdo do queijo Prato controle e tratado

com CO,

Analise de rendimento

Avaliacdes CO, Controle
* 0% de perda de gordura no soro, método empirico 10,16 £1,50 13,29 +1,50
* 0% de perda de gordura no soro, método técnico 9,03 + 2,68 11,75+2,61
NS 9 de perda de proteina no soro, método empirico 30,51 £ 2,45 27,96 £ 0,11
NS 04 de perda de proteina no soro, método técnico 26,79 + 2,60 25,22 +0,71
NS Coeficiente GL 63,92 + 0.87 63,49 + 1,54
NS Rendimento Ajustado (I/kg A) 8,76 +0,12 8,83 £0,21
NS Rendimento em litros de leite por kg (I/kg) 8,655+ 0,27 8,517 + 0,35

NS = Né&o siginificativdp>0,05); * = Significativo (p<0,05).

Paula (2010), ao estudar o efeito do uso de dioxido de carbono (CO;) na
fabricacdo de queijo minas Frescal e minas Padrdo, cita que, tal fato pode ser
explicado devido a reducédo do pH da coalhada na producdo do queijo tratado com
CO,, dessa forma a maior atividade do coalho, aliado a desmineralizagdo devido a
insolubilizagdo de calcio, poderia levar consequentemente a liberacdo de fracdes
proteicas no soro.

Silveira (2009) ao analisar os efeitos Fabricacéo e avaliacdo da maturacéo de
queijo Prato obtido a partir de leite pré-acidificado com CO, e redugcdo de
coagulantes ndo observou diferenca de rendimento de fabricacdo a partir de leite
controle e pré-acidificado com CO,. No entanto Nelson, Lynch e Barbano (2004b)
diferente deste trabalho, obtiveram menor rendimento ajustado para os queijos
fabricados a partir de leite pré-acidificado com CO,, que foi de 8,26 kg de queijo/100
kg de leite pré-acidificado, comparado a 9,29 kg de queijo/100 kg de leite controle.
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4.4 Efeito do uso de CO , no teor calcio livre do leite e do soro e no teor d e

calcio inorganico total dos queijos dos diferentes tratamentos.

Célcio livre é o cation bivalente do mineral presente na fase aquosa (FA) do
leite. O calcio nesta natureza eleva-se com a diminuicdo do pH devido a
desmineralizacdo da micela de caseina (PEREIRA., 2014).

Os resultados das andlises de calcio livre determinado pelo método
eletroquimico, com auxilio de eletrodo ion seletivo para calcio, do leite, do soro e

encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 — Teor médio de calcio livre do leite e do soro dos tratamentos controle e

com CO;
Composicao média em mg/L
Avaliacdes
CO, Controle
Leite 60,20 £ 10,38 a 60,20 £ 10,38 a
Soro 126,5+13,99 a 67,60 +12,59 b

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

Pode ser observado que nédo houve diferenca no teor de calcio livre no leite
dos tratamentos pelo fato de ter sido utilizado o leite do mesmo tanque de
estocagem, portanto com a mesma composic¢ao fisico-quimica. Ja em relagdo ao
soro, pode ser observado que houve diferenca significativa (p<0,05) entre o soro
obtido no tratamento com CO,, que apresentou maior teor de calcio livre (126,5
mg/100mL) em relacdo ao soro obtido no tratamento controle (67,6 mg/100mL).
Essa diferenca pode ser explicada pelo abaixamento do pH do leite devido a inje¢édo
de CO; e formacdo de acido carbdnico no processo de carbonatacdo do leite. O
calcio quando soltuvel pode apresentar-se na forma de sais ou estar livre no meio
aquoso na forma de um cation bivalente, a reducdo do pH favorece a
desmineralizacdo do fosfato de calcio coloidal e promove 0 aumento da atividade do
fon célcio (Ca'™), que tem como uma de suas func¢des a reducio da repulséo entre

caseinas carregadas negativamente e, consequentemente, aumenta a taxa de
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agregacéao durante a coagulacdo do leite, dessa forma no momento da dessoragem
grande parte do calcio é solubilizado no soro.

O resultado do teor do célcio inorganico total dos queijos determinado por
espectrofotometria de absorcdo atbmica também apresentaram comportamento
semelhante, na qual demonstrou diferenca significativa (p<0,05), sendo menor para
queijo do tratamento com CO,. Os resultados das analises de calcio inorganico total
por espectrofotometria de absorcdo atdbmica dos queijos Prato do tratamento

controle e com CO, encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Teor médio de calcio inorganico total do queijo dos tratamentos controle

e com CO3
Composigdo média em mg/kg
Avaliacbes CO, Controle
Queijo 63,25+0,01 a 66,75+0,01 b

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

De acordo com Paula, et al (2012) o CO, tem um efeito reversivel no pH e um
efeito irreversivel no fosfato de calcio coloidal inorganico, o qual é transformado em
outras formas salinas.

Alteracéo do pH do leite em especial por acidificacdo, vem a constituir uma
etapa fundamental, contribuindo para diversos processos tecnolégicos de
fabricacdo, no entanto, na etapa de diminuicdo do pH, mudancas podem ocorrer na
composicao e, portanto, na estrutura micelar (GASTALDI et al., 1996). Lucey et al
(1996) cita que a acidificacao seguida de neutralizagdo melhorou as propriedades de

coagulacgéo pelo coalho, que foi atribuida a uma elevada atividade de Ca™".
4.5 Efeito do uso de CO ,nos tempos de fabricacéo
O tempo entre a adicdo de coagulante e o corte da coalhada foi 38 % menor

em comparacao ao tratamento controle, conforme apresentado na Tabela 5. Sendo

assim, pode-se afirmar que o CO, diminuiu o tempo gasto para a fabricacdo do
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gueijo Prato. Este fato pode ser explicado pelo menor pH do leite antes da
coagulacao, que se aproximou do pH 6timo da enzima coagulante e melhorou a sua
atuacao, resultando em maior firmeza da coalhada e reduzindo o tempo de
coagulacéao.

Na Tabela 8 sdo mostradas as médias dos tempos de fabricacdo do queijo
Prato para os dois tipos de tratamentos utilizados.

Tabela 8 — Média dos tempos cronometrados durante a fabricacdo para os dois

tratamentos utilizado na fabricagcéo do queijo Prato

; Reducéo do tempo Reducdo do tempo
Etapas da Tempo (min) (min) Trat . vs. Controle (%) Trat. vs. Controle
: x CcoO Controle
fabricacao —-2 -~ CcoO CcoO
¢ (média + DP) _ (média + DP) z 2
Coagulacéo 18+2 48 +2 302 38+2
Tempo total 81+2 128+2 47 +2 64 +2

de fabricacdo

A pré-acidificacdo do leite pode aumentar a velocidade de coagulacdo devido
a solubilizacdo de célcio, conforme discutido e comprovado nas analises
anteriormente. Quanto maior a quantidade de calcio soluvel presente no meio, mais
rapida serd a formac&o do coagulo e maior a sua firmeza. Essa diminui¢cdo do pH do
leite também favorece o aumento da velocidade de agregacdo das micelas,
aumentando a firmeza do gel durante a coagulacdo (PAULA., 2010)

O aumento na agregacao micelar ocorre devido a diminuicdo da estabilidade
das micelas por neutralizacdo das cargas negativas e pela difusdo de fosfato de
calcio intramicelar para a fase continua, aumentando a disponibilidade de ions calcio
em solucéo (FOX et al., 2000).

O tempo total de fabricagcdo também foi consideravelmente menor com o leite
pré-acidificado com inje¢cdo de CO,. Foi obtida reducdo de 64 % no tempo para se
fabricar o queijo Prato. Este fato pode ser correlacionado com a diminuicdo no tempo
de coagulacdo conforme mostrado acima, aliado a diminuicdo no tempo de
mexedura, devido ao maior dessoramento dos grdos. Resultado semelhante foi
encontrado por Ruas-Madiedo et al. (2002), que obtiveram redugcdao de 60 % no
tempo de coagulacdo na fabricacdo de um queijo espanhol de massa dura, apos a

reducao de 0,5 unidade de pH através da adicdo de CO; no leite.
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St-Gelais et al. (1997), ao analisar o tempo de fabricagao para queijo Cheddar
feito com leite pré-acidificado com CO,, também encontraram menor tempo para
leite pré-acidificado com pH 6,56. Menor tempo de fabricacdo e menor tempo entre
adicdo do coagulante e a dessoragem também foi observado por Nelson et al.

(2004b) para queijo Cheddar pré-acidificado com CO, até pH de 5,93.

4.6 Fermentacdo do queijo e evolugdo do pH durante o tempo de

armazenamento

Durante a fermentacdo do queijo Prato, o pH deve baixar na prensagem para
no minimo 5.6 antes da etapa de salga, para que o queijo adquira as caracteristicas
sensoriais desejaveis. Os queijos do tratamento com adicdo de CO, demoraram em
média quatro horas e trinta e cinco minutos para atingir o pH alvo de 5,6 enquanto
0S queijos do tratamento controle demoraram quatro horas e dez minutos para
atingir tal pH. Este comportamento indica que o CO, nado alterou de forma
significativa o perfil fermentativo da cultura latica durante a etapa de prensagem.

A evolucado do pH ao longo do tempo para os dois tratamentos no periodo de
fermentacdo, apds a pré-prensagem e durante a prensagem do queijo prato, €

mostrada na figura 4.

A CO2
e  Controle
= = = .Linear (CO2)

Linear (Controle)

pH CO, =-2,66 horas + 6,1639
R2=0,67

pH Controle =-4,181 horas + 6,353
R?=0,79

0:00 0:30 1:.00 1:30 2:00 2:30 3.00 3:30 4.00 4:30 5:00

Figura 4 - Evolucéo do pH durante a fermentacéo do queijo Minas Padréo.
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Os queijos do tratamento com CO, apresentaram menor pH (p<0,05) em
relacdo aos queijos do tratamento controle. No entanto, ndo foi observado efeito
significativo (p>0,05) do tempo no pH dos queijos dos tratamentos durante o periodo
de estocagem. Na avaliacdo da média durante o tempo total de armazenamento,
gue variaram de quatro a cento e vinte dias, a andlise estatistica dos dados também
nao indicou diferenca significativa (p>0,05) em relacdo ao valor de pH para os
tratamentos.

Na Tabela 9, estdo apresentados os valores médios de pH para o0s
tratamentos, para todos os tempos avaliados.

Tabela 9 — Valores médios de pH para os queijos Prato dos dois tratamentos para

todos os tempos avaliados

pH (dias)
Tratamento
4 30 60 90 120
CO, 5,17+ 0,08 5,06 + 0,04 5,11+0,16 5,02 +0,08 5,06 £ 0,08
Controle 5,16 +0,10 5,10 + 0,06 5,26 + 0,04 5,20+ 0,08 521+0,07

A diferenca observada entre o pH dos queijos tratados com injecdo de CO, e
0s queijos controle pode ser atribuida a presenca de acido carbdnico proveniente
dissolucédo do CO; na umidade do queijo.

Dias (2009), estudando a influéncia da adicdo de CO, ao leite sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas do queijo Minas Frescal também
registrou em seus resultados a queda de pH dos queijos Minas Frescal elaborados
com preé-acidificacdo do leite com CO,, onde encontrou pH de 6,30 no primeiro dia,
chegando até 5,54 no décimo nono dia. A adicdo de &agua promove uma
delactosagem parcial, 0 que ocasiona a diminuicdo na producdo de &cido no queijo,
modificando o perfil de pH durante a estocagem. Fox et al (2004), cita que o
processo de delactosagem pela adicdo de agua ao leite ou até mesmo ao soro
durante o processo de fabricagdo é comumente utilizado com o objetivo de controlar

0 pH e a desmineralizacdo da massa em queijos como Gouda e Emmental.
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Na avaliacéo geral ao longo do tempo, o pH médio dos queijos dos diferentes
tratamentos apresentaram reducdes significativas. Pode-se observar na Tabela 6
que no intervalo entre 4 e 30 dias ocorreu uma diminuicdo. Apdés 30 dias de
armazenamento o pH dos queijos apresentaram uma ligeira elevacao e apés 60 dias
reduziram novamente, mantendo-se em 5,06 para o queijo tratado com CO; e 5,21
para o queijo do tratamento controle. Essa pequena variagdo do pH pode ser
atribuida a variacdes analiticas durante as analises ou a equilibrios i6nicos e
atividade enzimatica no produto durante o armazenamento.

Valores semelhantes foram encontrados por Vianna et al (2008), que
obtiveram média de 5,17 ao estudar as mudangas microbiol6gicas e sensoriais na
maturacdo do queijo Prato produzido a partir do leite com diferentes niveis de células
somaticas. Estes valores foram ligeiramente menores que os observados por Mazal
et al (2007), que pesquisou os efeitos da contagem de células somaticas na
composicdo do queijo Prato, onde o pH médio foi de 5,35.

4.7 Evolucao do teor de umidade durante o tempo de armazenamento

A analise de variancia indicou diferenca significativa entre os tratamentos
(p<0,05) em relagéo ao teor de umidade, onde os queijos tratados por injecdo de
CO, apresentaram menor teor em relacdo aos do tratamento controle. Esse
comportamento provavelmente ocorreu devido ao pH mais baixo no queijo tratado
com CO,, provocando dessa forma um maior dessoramento ao longo do periodo de
armazenamento. No entanto a analise de varidncia ndo indicou diferenca
significativa (p>0,05) para os tratamentos durante o tempo de armazenamento e
para a interacdo entre tratamento e tempo de armazenamento. Desse modo, 0s
gueijos dos tratamentos se comportaram de maneira similar, ndo modificando o seu

teor de umidade ao longo da estocagem que variou de 4 a 120 dias.
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Figura 5 — Evolucdo do teor de umidade ao longo do armazenamento do queijo

Prato em funcéo dos diferentes tratamentos, com CO; e controle.

Segundo Mc SWEENEY (2007), a maturacdo dos queijos dentro da
embalagem a vacuo é um fator importante na sua protecéo e controle da qualidade.
Tal comportamento ocorreu como esperado, visto que os queijos Prato foram

embalados em embalagens plasticas termoencolhiveis a vacuo.

4.8 Extenséao e profundidade da protedlise em funcao do tempo

No periodo de maturacdo ou armazenamento do queijo ocorre um evento
bioquimico que se destaca por ser o mais complexo nessa fase, chamado protedlise,
que €& causada por agentes como coagulante residual, fermentos lacteos
adicionados, enzimas naturais do leite, microbiota acompanhante, composta por
bactérias laticas ndo “starter” (NSLAB) e, em muitas variedades, enzimas dos
fermentos secundarios (SOUSA et al., 2001).

A extensdo da protedlise € um indice de maturacdo caracterizando-se pela
guantidade de substancias nitrogenadas sollveis acumuladas durante o processo,
na qual sdo expressos como porcentagens de nitrogénio total. Esse valor é obtido
pela razéo entre o percentual de nitrogénio soluvel em pH 4,6 pelo nitrogénio total. A
extensdo da protedlise estd relacionada com a hidrdlise da matriz proteica,
principalmente pela acao de coagulante residual (WOLFSCHOON-POMBO e LIMA,
1989).
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A analise de variancia ndo indicou diferenca significativa (p>0,05) em relacao
a extensdo da protedlise para os dois tratamentos, porém, para o tempo de
armazenamento que variou de 4 a 120 dias, esta diferenca foi constatada (p<0,05).
A interacdo entre tratamento e tempo também nao apresentou diferenca significativa
(p>0,05). Pelo estudo da regressao, a variavel extensdo da protedlise apresentou
tendéncia de aumento linear ao longo do tempo. Assim, considerando-se que 0s
tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas e que os modelos ajustaram-
se adequadamente, eles foram agrupados em uma s6 curva, conforme modelo

apresentado na Figura 6.

25 - Extenséo = 0,083 dias + 6,2851
R? = 0,8514
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Figura 6 — Média do comportamento da extensao da protedlise em funcéo do tempo

de armazenamento para o queijo Prato em funcdo dos tratamentos.

Na avaliacdo geral, os resultados meédios para extensdo da protedlise dos
gueijos obtidos dos dois tratamentos apresentaram aumento linear desses indices
ao longo do tempo de armazenamento. O aumento do indice de extensdo a partir
desse periodo indica um possivel aumento da degradacdo da matriz proteica
provocado pela acdo do coagulante residual, sendo este um dos maiores
responsaveis pela acdo da protedlise na maioria dos queijos, principalmente nos
gueijos com umidade elevada.

Paula (2010) encontrou valores médios para extensdo da protedlise bem

proximos aos obtidos nesse experimento, variando de 4,91 % nos tempos 3 a 5 dias,
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a 16,15 %, nos demais tempos que foram entre 30 a 120 dias, ao avaliar o efeito do
uso de CO, na fabricagéo do queijo minas Frescal e minas Padréo.

Com relacéo a profundidade da protedlise a analise de variancia nao indicou
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) para os tratamentos, porém, para os
tempos de armazenamento, que variam de 1 a 120 dias houve diferenca (p<0,05).
Assim, considerando-se que o0s tratamentos ndo apresentaram diferencas
significativas os dados foram agrupados em uma so curva.

Na Figura 7, esta apresentado a média do comportamento da profundidade
da protedlise ao longo do armazenamento para o queijo Prato dos diferentes
tratamentos.

Profundidade = 0,0718 Dias + 3,0581
18 R?=0,8672

16
14

12 A

Profundidade da protedlise (%)

0 30 60 90 120
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Figura 7 — Meédia da profundidade da protedlise em funcdo do tempo de

armazenamento para o queijo Prato dos diferentes tratamentos.

Os resultados para profundidade da protedlise dos queijos obtidos nos dois
tratamentos apresentaram aumento desse indice ao longo do tempo de
armazenamento com médias variando de 2,60 % a 11,66 % durante o periodo
avaliado. Nos tempos a partir de 30 dias e 120 dias, os valores de extensdo foram
bem maiores do que os encontrados no inicio da estocagem refrigerada. Essa
elevacao entre os periodos de estocagem indica que ocorreu uma degradacdo mais
acentuada da matriz proteica do queijo com liberacdo de fracdes nitrogenadas de

baixa massa molecular provocado principalmente pela acdo de enzimas como
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aminopeptidases, dipeptidases e tripeptidases, provenientes de bactérias
contaminantes e das NSLABs (Lactobacillus, Micrococcus, Pediococcus, entre
outros), principalmente apos a lise das células.

Dias (2009) registrou valores médios para profundidade de protedlise de 2,89
% em queijo Minas Frescal obtido de leite acidificado com adi¢édo de CO, e 4,94 %
para o queijo controle, no qual foi adicionada cultura latica.

Avaliando os resultados encontrados para a extensdo e profundidade da
protedlise, observa-se que os indices aumentaram significativamente durante os 120
dias de armazenamento refrigerado para os queijos Prato, tanto para o queijo
tratado com CO,, quanto para o0 queijo Prato controle. O que caracteriza

comportamento normal durante a maturacao.

4.9 Andlises microbioldgicas

4.9.1 Analise microbiologica do leite

A contagem padrdo média para o leite pasteurizado utilizado nos diferentes
tratamentos coletado no tanque de fabricacao foi 3,06 log UFC/mL. As amostras de
leite pasteurizado coletadas no tanque de fabricacdo apresentaram baixas
contagens de coliformes a 35 T (1,29 log UFC/mL) e apresentaram auséncia de
coliformes a 45 T pela metodologia utilizada, as a mostras analisadas encontrando-
se, portanto, dentro do limite permitido pela Instrucdo Normativa n°62 de 2003 para
leite pasteurizado (BRASIL, 2003).

4.9.2 Analise microbiologica dos queijos

As amostras de queijos dos dois tratamentos apresentaram auséncia, em 25 g
de amostra de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes, pela metodologia utilizada.
As andlises do microrganismo Staphylococcus aureus também ndo apresentaram
coldénias caracteristicas, ou seja, ndo ocorreu crescimento em nenhuma das
amostras avaliadas, tanto para os queijos dos tratamentos com CO,, quanto para 0s
do tratamento controle. As amostras encontravam-se, portanto, dentro dos padrdes,
conforme RDC n°12 da Agéncia Nacional de Vigilanci a Sanitaria (ANVISA, 2001).
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4.9.2.1 Contagem de coliformes totais durante a est ocagem

A analise de variancia ndo indicou diferenga estatisticamente significativa
(p>0,05) em relacdo as contagens de coliformes a 35°C para os tratamentos e para
a interacdo entre tratamento e tempo (p>0,05) para o queijo Prato. Assim,
considerando-se que nao ocorreram diferencas significativas os dados foram
agrupados em uma sO curva. Porém, para 0s tempos de armazenamento que
variaram de 4 a 120 dias, tal diferenca foi detectada (p<0,05).

A figura 8 apresenta as contagens de coliformes a 35°C ao longo do tempo

para os tratamentos no queijo Prato.
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Figura 8 — Contagens de coliformes a 35°C ao longo do tempo para os tratamentos

no queijo Prato.

As contagens de Coliformes a 35T apresentaram redu ¢do linear ao longo do
tempo, conforme equacédo de regressao: coliforme a 30t = 3,16 - 0,018 x tempo. A
reducdo da contagem de coliformes durante o periodo de estocagem foi esperada
devido as modificacbes bioquimicas ocorridas durante o tempo e modificacdo do

potencial de oxirredugéo do meio.
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Shirai (2010) ao analisar a conservacao do leite cru pela aplicacdo de dioxido
de carbono, encontrou na contagem inicial de coliformes a 35°C os seguintes
resultados; 1,15 log UFC/mL e 3,32 log UFC/mL. O autor concluiu que, diante dos
resultados obtidos, a acidificagcdo com CO, aumenta o tempo util do leite cru através
da inibicdo da multiplicacdo de microrganismos. Paula (2010) encontrou resultados
semelhantes ao analisar os efeitos do uso do di6xido de carbono na fabricacdo de
queijos Minas Frescal e Minas Padrdo. O autor relatou que, devido a composicéo
fisico-quimica do queijo e as condicbes de maturacéo terem sido similares nos trés
tratamentos, um leve efeito antimicrobiano poderia ser atribuido ao CO;, e ndo aos
demais fatores, mesmo embora as condicbes adversas aos microrganismos

estivesse aumentado ao longo do tempo.

4.9.2.2 Contagem de fungos filamentosos e leveduras durante a estocagem

A andlise de variancia nao indicou diferenca significativa (p>0,05) em relacéo
a contagem de fungos filamentosos e leveduras dos queijos obtidos dos diferentes
tratamentos, porém, foi encontrado efeito significativo (p<0,05) para os tempos de
armazenamento, que variaram de 4 a 120 dias. A interacdo entre tratamento e
periodo também néo foi significativa (p>0,05). Pelo estudo da regresséo, a variavel
fungos filamentosos e leveduras apresentou aumento linear ao longo do tempo de
armazenamento conforme equacéao: Fungos filamentosos e leveduras = 4,81 + 0,131
x Tempo (Figura 9). Como nao houve diferencas significativas os dados foram

agrupados em uma s6 curva, conforme modelo apresentado na Figura 9.
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Figura 9 — Médias das contagens de fungos filamentosos e leveduras ao longo do

tempo para os tratamentos no queijo Prato.

Pelos resultados pode-se observar que a contagem de fungos filamentosos e
leveduras dos diferentes tratamentos aumentaram ao longo do tempo de estocagem.
Apesar do queijo Prato ter sido embalado a véacuo, algumas leveduras séao
microaerofilicas e podem crescer durante o tempo de armazenamento, mesmo em
gueijos embalados a vacuo.

N&o existem na legislacdo brasileira normas com padr6es microbiol6gicos
estabelecidos para fungos filamentosos e leveduras em queijos Prato. No entanto, a
qualidade de produtos lacteos, em termos microbiolégicos, também pode ser
verificada a partir da determinagdo quantitativa destes microrganismo (ANDRADE,
2008).

4.10 Analise sensorial

4.10.1 Aceitagéo sensorial

Em relacdo aos tempos de estocagem avaliados, na tabela 10 séo

apresentadas as notas médias das notas dos provadores na escala hedbnica de
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nove pontos durante o tempo de estocagem refrigerada para os dois tratamentos
utilizados na producao do queijo Prato.

Tabela 10 — Notas médias dos provadores na escala hedbnica de nove pontos

durante o tempo de estocagem refrigerada para os dois tratamentos

Dias de estocagem CO, Controle
4 6,90 7,17
30 6,57 6,23
60 6,83 7,03
90 7,17 6,67
120 5,80 7,13
Média 6,65 6,85

A andlise de variancia ndo indicou diferenca significativa (p>0,05) para os
tratamentos, para os tempos de armazenamento (p>0,05) e para a interagao
tratamento e tempo (p>0,05) em relacdo a aceitacdo sensorial do queijo Prato.

Os queijos dos dois tratamentos com CO, e controle ndo diferiram entre si e
ambos obtiveram aceitacdo sensorial nos periodos avaliados, com exce¢do do
queijo tratado com CO, aos 120 dias que apresentou média de 5,80, ficando entre

os termos heddnicos "indiferente” "gostei ligeiramente”.

4.10.2 Teste de preferéncia sensorial

Pela analise dos resultados, somando-se o numero de julgamentos da
amostra mais preferida, nos tempos avaliados, pode-se concluir que ndao houve
preferéncia significativa ao nivel de 5% de probabilidade entre as amostras dos
tratamentos estudados. Assim, em termos sensoriais o tratamento de pré-
acidificacdo com CO; pode ser utilizado em substituicdo ao tratamento controle.

Os testes de preferéncia sdo usados com o objetivo de comparar diversos
produtos quanto a sua preferéncia. S&o testes que tem como base a avaliagdo da
preferéncia dos consumidores, no entanto, nao indicam especificamente se o

provador gostou ou ndo dos produtos na qual foram submetidos na avaliacdo. Em
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diversas industrias alimenticias, € colocada em préatica a aplicacdo desses testes,
mais precisamente no desenvolvimento de novos produtos, melhoria de produtos,
alteracdo de processos de producéo, entre outros. A metodologia utilizada no teste
de comparacéo pareada tem como objetivo determinar entre duas amostras qual € a
mais preferida. E um método facil e rapido que pode ser aplicado junto com os testes
de aceitacao sensorial (MINIM, 2006).

4.11 Analise microestrutural

Diferengcas na microestrutura foram observadas, onde a matriz proteica do
queijo tratado com injecdo de CO, apresentou visualmente estrutura mais porosa,
com poros de maior tamanho em comparacdo com a matriz proteica do queijo
controle. Tal fato pode ser explicado pelo menor pH do leite que proporcionou a
formacdo de uma coalhada mais porosa no queijo. O Queijo Prato submetido ao
tratamento controle apresentou visualmente uma microestrutura menos porosa e
mais compacta em relacdo ao queijo adicionado de CO,. Paula et al (2012) ao
avaliarem a microestrutura de queijos Minas produzidos com leite pré-acidificado
com CO, constataram que a matriz proteica do queijo tratado com injecédo de CO,
apresentou visualmente microestrutura mais compacta, com maior nimero de poros
de tamanho reduzido em comparagcdo com a matriz proteica do queijo controle. Cada
tipo de queijo pode comportar de forma diferente, dependendo das etapas de
fabricagdo as quais sdo submetidos. No entanto, pode ser observado que a
utilizacdo do CO, aumenta a porosidade da matriz proteica, que consequentemente
aumenta o dessoramento dos queijos aumentando o tamanho dos poros.

Pode-se ressaltar que diversas mudancas fisico-quimicas ocorrem nos
componentes estruturais da matriz proteica no periodo de maturagdo. Tais
mudancas poderiam ser atribuidas a diversos fatores como coagulante residual,
mudanca no equilibrio mineral que ocorre entre a fase continua e a matriz
paracaseinica, microrganismos e suas enzimas. No caso do aumento da hidratacéo
da paracaseina ao longo do tempo, Fox et al. (2000) citaram que esse aumento é
acompanhado pela sua expanséo fisica, e sendo mediado por fatores como
aumento de pH, hidrolise e solubilizacéo do calcio ligado a caseina.

Ao avaliar o efeito da adicdo de Bifidobacterium e o emprego da acidificagao

direta sobre as propriedades de queijo Minas Frescal, Freire (2009) também
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encontrou diferencas na microestrutura dos queijos, porém, os queijos sem &cido
latico apresentaram visualmente uma estrutura mais compacta.
Na Figura 10 sédo apresentadas as micrografias da microscopia eletrénica de

varredura dos queijos dos dois tratamentos.
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Figura 10 — Micrografias da microscopia eletronica de varredura dos queijos Prato
submetidos aos tratamentos; (A-1) queijo tratado com CO,, magnitude 1500x, (A-2)
queijo tratado com CO2, magnitude 2000x, (B-1) queijo do tratamento Controle,
magnitude 1500x, (B-2) queijo do tratamento Controle, magnitude 2000x. Amostras

visualizadas aos 27 dias de estocagem.



4.12 Caracteristicas mecanicas (TPA)

A avaliacao do perfil de textura dos queijos é de grande importancia, pois esta
diretamente relacionada com a aceitabilidade sensorial por parte dos consumidores.
Vérios fatores, principalmente de sua composi¢ao fisico-quimica, sdo conhecidos por
influenciar a textura dos queijos, como exemplo, os teores de proteina, gordura, sal,
minerais e pH (VISSER, 1991).

A analise estatistica dos dados constatou que houve diferenca significativa
entre tratamentos (p<0,05) em relacdo a variavel firmeza. O tratamento com CO,
superou o tratamento controle. No entanto ndo foi constatado efeito significativo
(p>0,05) de tempo e da interacdo tratamento e tempo.

Com relagdo a variavel fraturabilidade a andlise estatistica também constatou
diferenca significativa entre tratamentos (p<0,05). O tratamento com CO, superou
também o tratamento controle. Em relacdo ao tempo de armazenamento e para a
interacao tratamento e tempo tal diferenca nao foi constatada.

Para a variavel coesividade, a analise dos dados ndo constatou diferenca
significativa (p>0,05) para os tratamentos. No entanto, para 0s tempos de
armazenamento tal diferenca foi constatada. Em relacdo a interacdo tratamento e
tempo ndo houve diferenca significativa (p>0,05). A coesividade apresentou
comportamento polinomial conforme equacdo: Coesividade = 0,747 - 0,00650
Tempo + 0,000038 T>.

A analise estatistica n&o indicou diferenca significativa (p>0,05) entre
tratamentos para a variavel Elasticidade. No entanto para os tempos de estocagem
tal diferenca foi constatada (p<0,05). A elasticidade apresentou reducdo linear
conforme equacéo: Elasticidade = 12 - 0,0452 x Tempo.

Para a variavel gomosidade a andlise estatistica dos dados também n&o
indicou diferenca significativa (p>0,05) entre tratamentos. No entanto para os tempos
de estocagem a diferenca foi constatada (p<0,05). A gomosidade apresentou
reducéo conforme equacéo: Gomosidade = 3341 - 32,1 x Tempo + 0,176 Tempo®.
Este comportamento pode ser atribuido ao processo de protedlise durante a

estocagem refrigerada do queijo Prato.
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Tabela 11 — Valores médios de perfil de textura (TPA) para os tratamentos para o
gueijo Prato

Tratamento
Variaveis

CO, Controle

Firmeza 3867,8 g 3331,1g

Fraturabilidade 3867,8 g 3331,1¢g

Coesividade 0,43 0,50

Elasticidade 8,16 mm 7,25 mm

Gomosidade 1965,3 g 1925,2 mm

A textura pode ser definida como resultado da combinacdo das propriedades
fisicas e quimicas perceptiveis pelos sentidos do tato, visdo e audi¢cdo. Para avaliar
a textura utilizam-se métodos sensoriais usando provadores treinados. Em trabalho
de rotina, pode-se utilizar métodos instrumentais para obtencdo mais rapida da
textura dos alimentos. A textura € um atributo importante do alimento podendo ser
utilizada como um indicador para a identificacdo, avaliacdo da qualidade do queijo e
a preferéncia dos consumidores (CHUNG, W. K. & MEULLENET , 2001).

Stampanoni e Noble (1991) observaram o aumento dos valores de firmeza e
reducdo do teor de umidade dos queijos. Alguns autores citam que a penetracéo de
sal na matriz proteica e o0 aumento do teor de proteina devido a concentracéo
provocada pela perda de umidade estdo correlacionados ao aumento da firmeza dos
gueijos.

Na Tabela 12, sdo apresentadas as meédias de cada tratamento dentro de

cada tempo para o perfil de textura dos queijos Prato dos diferentes tratamentos.
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Tabela 12 - Perfil de textura ao longo do tempo de estocagem dos queijos Prato
tratado com os diferentes métodos de incorporacao de CO,

. Firmeza* Fraturabilidade * Coesividade* Elasticidade* Gomosidade*
Dias Tratamento

N N (Taxa) (mm) N

o, 45215 45215 0,73 17,8 3511,5

4
Controle 4227.8 4227.8 0,72 11,20 3037,2
(00} 4847.8 4847.8 0,59 8,44 2468,4

30
Controle 3901,1 3901,1 0,59 8,19 2336,5
(00} 4935.8 4935.8 0,40 7,33 2141,4

60
Controle 4080,5 4080,5 0,57 7,94 2074,3
o, 4740,1 4740,1 0,43 7,49 1863,0

90
Controle 3798.,0 3798.,0 0,54 7,94 1945,9
o, 4161,6 4161,6 0,43 7,86 1807,3

120

Controle 3979,5 3979,5 0,58 8,20 21575

Legenda: * Valores médios de cada tratamento em cada tempo; N = Valor de Newton.

Os queijos, como outros produtos alimenticios, possuem propriedades
reolégicas que sao importantes para a sua qualidade e aceitabilidade pelo
consumidor, tais como firmeza e textura. Tais propriedades estdo relacionadas
diretamente com a composi¢cdo e microestrutura do produto, assim como o estado
fisico-quimico desses componentes, forca de interacdo entre o0s elementos

estruturais e a microestrutura (FOX et al., 2000).
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6. Conclusdes

Com base nas condicbes empregadas e apresentadas neste experimento e

nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

* A pré-acidificacédo do leite atravées da incorporacédo de CO, até pH 6,0 reduziu
o pH do queijo devido a ionizac&o do acido carbdnico no meio.

* A adicdo de CO; no leite promoveu a reducdo da umidade dos queijos
comparada ao controle.

* Os queijos tratados com CO; no leite apresentaram menor porcentagem de
perda de gordura no soro tanto pelo método empirico como pelo método
técnico em comparacao ao queijo controle.

* O queijo tratado com CO; apresentou reducdo nos tempos de coagulacdo e o
tempo total de fabricacao.

» A presenca de CO;, ndo afetou a fermentacao da cultura latica, bem como néo
influenciou as contagens para 0s grupos microbianos avaliados.

» O tratamento de carbonatacdo do leite ndo modificou a evolugédo dos indices
de protedlise dos queijos Prato durante 120 dias de estocagem.

+ Os queijos tratados com CO, apresentaram modificagcdo na matriz protéica
apresentando microestrutura mais porosa e com poros de maior tamanho, 0
que aumentou o dessoramento e reduziu a umidade dos queijos.

* Os queijos do tratamento com CO, modificaram seu perfil de textura
aumentando a sua firmeza e a sua fraturabilidade.

« O tratamento com CO; ndo influenciou a aceitabilidade e a preferéncia

sensorial dos queijos.
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