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RESUMO GERAL

O objetivo desse trabalho foi determinar o efeito de diferentes concentragdes de
quimosina na composigdo, rendimento, protedlise e propriedades funcionais do queijo
Mussarela fabricado por acidificagdo direta, com acido acético. Cem litros de leite foram
usados em cada tanque de queijo feito com 0,02; 0,05 e 0,10mg de quimosina obtida por
fermentagdo/kg de leite. Cada tratamento foi realizado em triplicata, perfazendo nove
processamentos, que foram previamente aleatorizados para efeito da ordem de execugio.
Modificac¢des na fabricagdo de Mussarela por acidificagido direta foram desenvolvidas para
se obter um queijo de composigao homogénea e constante, incluindo a padronizagio do teor
de caseina:gordura, a coagulagdo e agitagdo da massa a 41°C, a inclusio de tempo de
repouso por 5 minutos logo apos o corte da massa e a salga na massa em duas etapas. Leite,
soro, agua de filagem e queijo foram pesados e sua composigdo determinada. Os queijos
foram analisados apos 5, 12, 19, 26 e 33 dias de armazenagem refrigerada a 4°C para pH,
acidez, teor de nitrogénio soluvel (NS) em pH 4,6 e a 12% écido tricloroacético (TCA),
perfil de textura TPA (dureza, elasticidade e coesividade), 6leo livre e derretimento. O
aumento da concentragdo de quimosina ndo influenciou a composigdo dos queijos. Queijos
fabricados com 0,02mg de quimosina/ kg de leite apresentaram maiores perdas de gordura e
nitrogénio no soro e na agua de filagem. As recuperagbes de gordura, nitrogénio e calcio
foram significativamente inferiores (p<0,05) para os queijos fabricados com menor
concentragdo de quimosina. Embora, o aumento da concentragio de quimosina ndo
influenciasse o rendimento significativamente o rendimento e a eficiéncia dos queijos,
houve uma discreta tendéncia, de maior eficiéncia para os queijos feitos com a maior
concentracdo de quimosina. Os valores de pH, acidez e teor de NS a 12% TCA
mantiveram-se estaveis durante a estocagem refrigerada, e ndo foram influenciados pela
concentragdo de coagulante. O aumento do teor de NS em pH 4,6 foi significativamente
menor para os queijos feitos com menor concentragdo de quimosina, provavelmente, em
funcdo da menor atividade residual do coagulante retido no queijo. A analise do
eletroforetograma revelou que a quantidade de o..;-caseina diminuiu com o tempo de
estocagem refrigerada para todas as concentragdes de quimosina, e a extensdo de proteolise
foi significativamente superior (p<0,05) nos queijos feitos com a maior concentragio de

quimosina. O teor de B-caseina, permaneceu constante durante todo o tempo. O aumento da

xii



concentrag@o de quimosina resultou em queijos com menor dureza TPA, maior capacidade
de derretimento e maior separagdo de oleo livre, provavelmente em fungio da protedlise
mais intensa, sendo esses valores estatisticamente diferentes entre si para as trés
concentragdes de coagulante. Portanto, a concentragdo de coagulante parece ser uma
variavel util na reducdo de custos com os ingredientes de fabricagdo e no controle das

propriedades funcionais do queijo Mussarela de acidificagio direta com acido acético.
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GENERAL ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of different concentrations of chymosin on
the composition, yield, proteolysis and functional properties of Mozzarella cheese produced by direct
acidification with acetic acid. One hundred litres of milk were used for each vat of cheese, which was
made with the addition of 0.02, 0.05 and 0.10 mg of chymosin (obtained by fermentation) per kg milk
Each treatment was carried out in triplicate, resulting in nine trials, which were previously randomised to
determine the order of execution. Modifications in the manufacture of Mozzarella by acidification were
developed aiming at obtaining cheeses with more homogenous and constant composition, including a
standardization of the levels of casein : fat, coagulation and stirring of the batch at 41°C, the inclusion of
a 5 minute resting period immediately after cutting the curd and a two-stage salting process. Milk, whey,
stretching water and cheese were weighed, and their compositions determined. The cheeses were
analysed after 5, 12, 19, 26 and 33 days of refrigerated storage at 4°C for pH, acidity, level of nitrogen
soluble (NS) at pH 4.6 and in 12% trichloracetic acid (TCA), texture profile (TPA) (hardness,
springiness and cohesiveness), free oil and melting characteristics. An increase in the concentration of
chymosin did not influence the composition of the cheeses. Cheeses processed with 0.02 mg
chymosin/kg milk presented greater losses of fat and nitrogen in the whey and stretching water.
Recovery of the fat, nitrogen and calcium was significantly lower (p<0.05) for the cheeses prepared with
the lowest concentration of chymosin. Although an increase in the concentration of chymosin did not
significantly affect the yield and efficiency of the cheeses, there was a discreet tendency to greater
efficiency in cheeses made with the higher concentration of chymosin. The values for pH, acidity and
level of NS in 12% TCA remained stable during refrigerated storage and were not influenced by the
concentration of coagulant. The increase in the level of NS at pH 4.6 was significantly lower in cheeses
made with a lower concentration of chymosin, probably as a function of a lower residual activity of the
coagulant retained by the cheese. An analysis of the electrophoregramme showed that the amount of o
1-casein decreased with time of refrigerated storage for all the concentrations of chymosin, and the
extent of proteolysis was significantly greater (p<0.05) in cheeses made with the highest concentration
of chymosin. The level of B-casein remained constant throughout the whole period. An increase in the
concentration of chymosin resulted in hardness (TPA) cheeses with a greater melting capacity and
greater separation of oil, probably as a function of more intense proteolysis, these values being
statistically different for the three concentrations of coagulant. Thus, the concentration of coagulant
appears to be a useful variable in the reduction of ingredient costs and in the control of the functional
properties of Mozzarella cheeses prepared by direct acidification with acetic acid.
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INTRODUCAO GERAL

O queijo Mussarela ¢ o mais produzido e consumido no mundo. No Brasil, segundo
estimativas ndo oficiais a sua produgdo esta em torno de 150 mil toneladas/ano, representando
aproximadamente 43% do total da produgdo brasileira de queijos. A Mussarela pertence ao
grupo dos queijos de massa filada, que se distingue pelo tratamento mecanico e plasticizante da
massa em agua quente, o que confere ao queijo sua estrutura fibrosa.

No Brasil, grande parte desse queijo ¢ produzida com fermento meséfilo, o que o torna
mais adequado para o consumo direto, onde a principal caracteristica demandada é um bom
fatiamento. Ja a Mussarela produzida para uso em pizza utiliza fermento termofilico, que ¢
capaz de resistir ao tratamento térmico durante a filagem e conferir ao queijo as caracteristicas
desejadas de textura, derretimento e outras propriedades funcionais.

A técnica de acidificagdo direta, embora ja utilizada com sucesso na produgdo
comercial de queijos em outros paises, € pouco utilizada no Brasil. A adogdo dessa técnica
possibilita a obtengao de maiores rendimentos de fabricagdo, permite consideravel redugio dos
custos de fabricagdo em fungdo da economia de tempo, da néo utilizagdo de fermento lactico e
da possibilidade do uso de menores quantidades de coagulante.

No processo de acidificagdo direta, a coagulagdo do leite ocorre a um pH menor,
resultando em maior quantidade de coagulante retido, maior velocidade das reagdes de
hidrolise e maior remogao de calcio das caseinas, o que pode afetar as caracteristicas de textura
e propriedades funcionais. A coagulag@o do leite a pH mais baixo, mais proximo do pH 6timo
de atuagdo da quimosina, pode possibilitar a redugdo da concentragdo de coagulante
empregada. A desmineralizagdo da micela de caseina provoca a diminuigao das ligagdes de
proteina unidas por pontes de calcio, resultando em aumento da hidratagdo da matriz protéica.

O aumento da competi¢ao entre as industrias para produ¢@o de Mussarela de baixo
custo, de rendimento elevado, redugdo do tempo de maturagdo, diminuigdo de custos com
ingredientes adicionados, tem aumentado o interesse pela técnica de acidificagdo direta.

Variagdes na concentragdo de coagulante podem afetar a composigdo, rendimento,
protedlise e as propriedades funcionais do queijo. Assim, o objetivo do trabalho foi estudar a
influéncia de diferentes concentragdes de quimosina (0,02, 0,05 e 0,10 mg/kg de leite) na
composi¢do, rendimento, proteodlise e propriedades funcionais do queijo Mussarela fabricado
por acidificacio direta, com acido acético e estocado a 4°C durante 33 dias.

1



CAPITULO 1. QUEIJO MUSSARELA: TECNOLOGIA DE FABRICACAO,
PROTEOLISE E PROPRIEDADES FUNCIONAIS - UMA
REVISAOQ.



INTRODUCAO

O aumento sem precedentes da producdo e venda de Mussarela nas duas ultimas
décadas tem feito com que a Mussarela seja atualmente o queijo mais consumido
mundialmente (Pilcher & Kindstedt, 1990). Esse crescimento, atribuido a mudanga de
habito alimentar da populagdo, tem sido acompanhado pela expansio do numero de
pizzarias, lanchonetes e aumento de venda de produtos prontos congelados, onde o queijo

Mussarela é extensamente utilizado como ingrediente culinario.

No Brasil, a fabricagdo e o consumo de Mussarela vem crescendo mais do que
qualquer outro tipo de queijo, e conforme Datamark Consultores (1998), a produgao anual
de Mussarela pode ser estimadas em 147 mil toneladas, representando aproximadamente

43% do total da produgdo brasileira de queijos.

A Mussarela pertence ao grupo dos queijos de massa filada, no qual também estdo
incluidos o Provolone e o “Caccio Cavalo”. Os queijos deste grupo se distinguem pela
etapa caracteristica de filagem, onde a massa ¢ submetida a um trabalho mecanico em agua
quente. Nessa etapa, a massa que tinha uma estrutura amorfa € transformada em uma

estrutura organizada, elastica e compacta.

A massa da Mussarela é esbranquigada, firme, compacta e tem sabor ligeiramente
4cido. Quando fabricada para ser utilizada em pizzas e sanduiches, o formato normalmente
¢ retangular, variando somente o peso. Quando o produto € destinado ao consumo direto, os
formatos variam, podendo ser de bolinha, nozinho ou palito (Furtado & Lourengo Netto,
1994). A legislagdo brasileira define o queijo Mussarela como o produto obtido pela
filagem da massa acidificada, coagulada por meio de coalho e/ ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela agdo de cultura lactica especifica

(Brasil, 1997).

Composigao e Legislagdo

No Brasil, este queijo € largamente produzido e a tecnologia empregada € muito
diversificada, com os queijos apresentando variagdes em sua composi¢do. A composi¢ao

média para a Mussarela no Brasil varia com relagdo a umidade (43-46%), a gordura (22-
3



24%), ao sal (1,6-1,8%) e ao pH (5,1-5,3). Esta grande variagdo da composigao pode ser
explicada pela variagdio na composigdo do leite, pela diversidade na preferéncia dos
mercados locais e, pelas diferentes formas de utilizagdgo do queijo (Furtado & Lourengo
Netto, 1994), ndo existindo diferenciagdo de padrdo fisico-quimico para as diferentes
Mussarelas comercializadas, seja ela usada para o consumo direto ou como ingrediente
culinario. A Tabela 1 apresenta a composigdo dos varios tipos de Mussarela definidos pela

legislag@o americana.

TABELA 1. Composig¢do padrio do queijo Mussarela nos EUA (Kindstedt, 1987)

Tipo Umidade (%) GBS' (%)
Mussarela integral 52<U £ 60 >45
Mussarela integral de baixa umidade 45 <U <52 > 45
Mussarela de baixa umidade parcialmente desnatada 45<U < 52 30< GBS <45
Mussarela parcialmente desnatada 52 <U <60 30 < GBS <45

1
Gordura em base seca

A composi¢ao fisico-quimica deste tipo de queijo € extremamente variavel, de
acordo com a sua origem e tipo. Em paises como a Italia e EUA, existem recomendagdes
legais e cada tipo possui uma determinada composi¢do, tendo que manter, dentro de limites,
indices como extrato seco, gordura no extrato seco € umidade (Cortesi & Maranelli, 1982);
no Brasil, infelizmente, tais recomendagdes sdo inexistentes, resultando num queijo pouco
padronizado. Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos
Lacteos (Brasil, 1997), o queijo Mussarela € um queijo de média, alta ou muito alta
umidade. Até ha pouco tempo, a Mussarela era considerada por muitos produtores como
um queijo que poderia ser elaborado com leite de qualidade inferior, cru ou pasteurizado,
representando desta forma, uma alternativa para o leite acido recebido nos lacticinios. E
importante ressaltar que essa pratica, ainda vigente em alguns estabelecimentos, € proibida
pela legislacdo e resulta num queijo de baixa qualidade e que oferece riscos a saude

publica.



Essa visdo distorcida a respeito da produgdo de um queijo tdo complexo quanto a
Mussarela esta mudando rapidamente, provavelmente devido ao rapido crescimento das
cadeias de “fast food”, que possuem requerimentos muito especificos e restritos para a
Mussarela utilizada como ingrediente basico no preparo de seus produtos (pizza, alimentos
congelados, etc.). Outra causa para a mudanga de mentalidade dos fabricantes foi a
integragdo do Brasil ao MERCOSUL, o que fez com que as normas brasileiras para a
fabricagdo de queijo e seus padrdes microbiologicos fossem revisados e adequados as
exigéncias de um mercado muito mais amplo e competitivo do que aquele contido dentro

das fronteiras nacionais (Furtado & Lourengo-Neto, 1994).

TECNOLOGIA DE FABRICACAO

A Mussarela tradicional, de origem italiana, era produzida com leite de bufala cru,
contendo alto teor de gordura, resultando num queijo saboroso, suculento, sendo
preferencialmente consumido fresco. Atualmente, o queijo Mussarela é predominantemente
fabricado com leite bovino, com baixo teor de gordura e de forma bastante mecanizada.
Essa mudanga deu origem a um produto, com sabor pouco pronunciado e propriedades
funcionais compativeis com o modo como esse queijo € consumido, preferencialmente

derretido (Apostolopoulos, 1994).

Tradicional

Grande parte da Mussarela produzida no Brasil utiliza fermento mesofilo, ao invés
do termofilico. A Mussarela utilizada em pizza e como ingrediente culinario requer uma
boa capacidade de derretimento, obtida pela presenca de coagulante residual e fermento
lactico ativo, que resista a tratamento térmico por ocasido da filagem, razdo pela qual se faz
uso de culturas termofilicas para produgdo de Mussarela destinada a pizza, denominada
“Pizza Cheese”. O queijo produzido com fermento mesofilo € mais adequado ao consumo
direto, tendo como caracteristica funcional mais importante, a fatiabilidade. Dentro da
realidade brasileira a Mussarela € comercializada basicamente fatiada, portanto, €

importante que este tipo de queijo ndo possua adesividade excessiva, evitando assim a
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reaglomeragdo das fatias. Apesar desta diferenciagdo tecnologica, no Brasil, o queijo
Mussarela fabricado com fermento mesofilo € utilizado indistintamente tanto para o

consumo direto como ingrediente de uso culinario (Furtado, 1999).

Em todas as variedades de queijos, particularmente nos de massa filada, a
fermentagdo é uma etapa importante do processo de fabricagdo (Addeo & Coppola, 1983).
0 4cido lactico, produzido a partir da fermentagao da lactose, causa a reducéo do pH, o que
facilita a sinérese da coalhada e, a0 mesmo tempo, inibe outras fermentagdes indesejaveis

no queijo.

A fermentagdo da massa ocorre no periodo de algumas horas, sendo que a sua
duragdo depende basicamente da temperatura utilizada, que normalmente oscila entre 25 a
41°C. Pela agdo da microbiota presente, a lactose € transformada em acido lactico,
propiciando as condigdes para filagem, ao mesmo tempo em que permite o
desenvolvimento das caracteristicas organolépticas desejadas no queijo. Portanto, sao
necessarios o conhecimento e controle adequado desta etapa para o dominio da tecnologia
de fabricagio deste queijo. E de primordial importdncia a existéncia de célcio idnico por
ocasido da coagulagdo e uma correta producio de acido durante a fermentag@o (Addeo &
Coppola, 1983).

A acidificacdo do leite ocasiona mudangas profundas no equilibrio dos sais. A
producdo ou a adigdo de acidos ao leite causa uma diminui¢do no pH, o que resulta na
migragdo do calcio e fosforo da micela de caseina para a fase aquosa (Tunick, 1987). Alem
disso, a produgdo ou a adi¢ao de acido ao leite causa uma remogao progressiva de calcio e

fosforo das micelas do complexo fosfoparacaseinato.

Os fendmenos quimicos, que ocorrem por ocasido da fermentagdo e filagem da
massa, iniciam-se praticamente com a coagulagdo do leite, a qual € conseqiiéncia da agdo
do coagulante sobre a caseina, principal proteina do leite. No estado nativo, a caseina
apresenta-se formada por fosfocaseinato de calcio e sais de sodio, magnésio, potassio e
citrato. Pela acdo do coagulante sobre a caseina, forma-se um gel brando, macio,
esbranquigado e com capacidade de reter umidade, sendo a caseina transformada em outra

forma protéica altamente sensivel a coagulagdo na presenca do calcio. Num meio rico em
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calcio como € o leite, esta nova forma protéica obtida coagula-se a temperatura ambiente
como paracaseinato bicalcico, sendo a gordura aprisionada mecanicamente ao mesmo
tempo em que ocorre a sinérese, fendmeno este muito importante € que afeta a umidade e
qualidade do produto final (Walstra er al, 1985, Pearse & Mackinlay, 1989). O
paracaseinato bicalcico ndo possui a propriedade de filar, de formar fios, quando submetido
a acdo de trag@o e da agua quente. E necessaria uma outra transformagio na massa para que
a mesma possa ser filada e apresente propriedades de elongagdo. Isso € conseguido pela
acdo do acido lactico, que transforma o paracaseinato bicalcico em monocélcico (Chapman
& Sharpe, 1981), o qual é soliivel em agua e em solugdo de cloreto de sodio, e que quando

aquecido acima de 54°C adquire propriedades de elongago (Kosikowski & Mistry, 1997).

Uma coalhada ndo adequadamente acidificada, fora do pH de filagem, € impossivel
de ser filada e apresenta-se pouco elastica, rompendo-se pela acdo de tragdo quando
submetida a filagem. O controle preciso da fermentagdo € importante para se evitar perdas
de gordura, nitrogénio e, dependendo do pH, tem grandes reflexos no rendimento e

qualidade do queijo (Keller et al. 1974).

Acidificag¢do direta

Embora ja pesquisada ha anos e utilizada industrialmente em inimeros paises, a
técnica de acidifica¢do direta ainda € pouco conhecida no Brasil, refletindo-se na reduzida
quantidade de trabalhos de divulgagdo sobre o tema, razdo pela qual a utilizagao industrial
ainda é pouco expressiva. Em outros paises, a acidificagéo direta vem sendo utilizada na
elaboragio de diversos tipos de queijo, entre os quais Ricota, Queso Blanco Latino
Americano e a Mussarela, substituindo total ou parcialmente a acidificagdo devida a
fermentos lacticos durante o processamento dos queijos (Valle, 1991).

Varios autores estudaram o efeito de diversos acidos orgénicos (cloridrico, citrico,
acético, lactico e fosforico) na produgdo do queijo Mussarela por acidificagdo direta
(Breene ef al., 1964; Larson et al., 1967; Shehata et al., 1966; Quarne et al., 1968; Keller er
al., 1974: Patel ef al., 1986) e concluiram que a adig8o direta de acido ao leite, antes da
coagulagdo, aumenta a velocidade da reagao enzimatica, possibilitando a redugéo do tempo

de fabricacdo. O processo permite a filagem da massa logo apos a sua obtengao, resultando
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em economia, tanto pela redu¢do de gastos com ingredientes (coagulante e fermento
lactico) como pelo aumento da capacidade instalada das fabricas de queijo (Olson, 1971).

A adigdo de 4cido ao leite deve ser feita de forma rapida e homogénea, a fim de
evitar gradientes de concentragdes que podem ocasionar a sua floculagao (Del Prato, 1993),
comprometendo desta forma, a qualidade do produto final e acarretando perdas de
rendimento na fabricagao.

A formagdo da coalhada no leite ja acidificado altera o processo de coagulagao,
levando a alteragdes nas caracteristicas do coagulo obtido, no nivel de calcio associado com
a caseina e na retengdo de minerais na massa, modificando as caracteristicas de composi¢ao
do queijo (Fox, 1985).

Segundo Weber (1987), na coagulagdo do leite por acidificagdo direta, a rede
micelar é pouco estruturada e o coagulo é formado de micelas pequenas de caseina com
baixo teor de calcio e fosforo, o que resulta em baixa capacidade de dessoragem. Devido ao
reduzido teor de calcio, as ligagdes sdo fracas e o coagulo formado € gelatinoso, com
tendéncia a fragmentar-se mais e contrair-se menos, levando a formagdo de uma rede
protéica mais grosseira e mais porosa. A dessoragem deste coagulo ocorre por simples
fluxo de liquido através da massa porosa; porém, a retencdo de umidade continua alta ndao
somente pela auséncia de forgas contrativas mas também porque a caseina, com pouco
fosfato de calcio micelar associado, forma uma massa plastica que mantém o soro retido no

seu interior.

RENDIMENTO

O rendimento do queijo € o pardmetro que determina a viabilidade econdmica de
sua fabricacdo. Normalmente, é expresso como sendo a quantidade de queijo (kg) obtido a
partir de 100 kg de leite. As formulas de rendimento tém sido desenvolvidas com base no
contetdo de proteina total ou caseina e no teor de gordura do leite, e as mais utilizadas sao
geralmente as derivadas por equagdes de regressao empiricas (Emmons, 1990).

A simples comparagdo dos rendimentos dos queijos nao tem grande significado,

devido aos diferentes teores de umidade e sal. Por esse motivo, € desejavel calcular-se o



rendimento dos queijos ajustado para 0 mesmo teor de umidade e sal (RAJ), como descrito
pela Equagdo 1 (Lau et al., 1990).

RAJ = (Rendimento) [100 — (% umidade + % de sal )] Equagao (1)
100 — (% umidade desejada + %o sal desejada )

A férmula mais usada para calcular o rendimento tedrico (RT) de querjos € a
proposta por Van Slyke & Price (1952), baseada em queijo Cheddar. Uma variante dessa
formula foi proposta por Barbano (1984) para avaliar o rendimento de Mussarela (Equag¢do
2). As modificagdes incluiram a mudanga na constante de retengdo de gordura de 0,93 na
formula de Van Slyke para 0,85 na formula de Barbano e, assume que 10% da caseina nao
é retida no queijo. Outra modificagao proposta foi a mudanca do fator de retengao para o
sal adicionado, componentes ndo caséicos e solidos nao gordurosos retidos na fase aquosa
do queijo, que na formula original era de 1,09 e na formula modificada para Mussarela

passou para 1,13, como mostra a Equagdo 2.

RT= [ (0.85% gordura leite) + (% caseina leite -0, 1)] 1.13  Equagdo (2)
1 —(% umidade desejada queijo/ 100)

O calculo da eficiéncia do rendimento dos queijos pode ser obtido pela divisdo do
rendimento ajustado (RAJ) pelo rendimento teérico (RT), multiplicado por 100.
Para Mussarela fabricada por acidificagao direta, Metzger el al., (2000) propuseram

a inclusio na formula do fator de retengdo de fosfato de calcio que variou em fungéo do pH.

Fatores que afetam o rendimento dos qu eijos

O rendimento de fabricagdo pode ser controlado, desde que alguns parametros
basicos sejam conhecidos. Uma vez que estes pardmetros estejam sob controle adequado,
permitindo a maximizagao do rendimento de fabricagdo, resta expressar de maneira correta
os resultados. Na industria queijeira, a expressao do rendimento quase sempre ¢ feita de
maneira empirica e inexata, expressa como a quantidade de kg de queijo obtido a partir de
um dado volume de leite e, portanto, possui pouco significado para efeito de comparagao de
rendimento entre os diversos lotes produzidos. Os principais fatores que influenciam o

rendimento de fabricagdo do queijo sdo aqueles relacionados ao teor de caseina e gordura



no leite e os relativos as perdas desses componentes durante as etapas do processamento
(Emmons, 1990).

Composigdo do leite

O teor de proteina e o de gordura tem um papel fundamental na definicio do
rendimento. Em relagéo as proteinas, considera-se sobretudo a caseina, coagulada pela agio
do coalho e responsavel pela formagdo de uma rede protéica (paracaseinato de calcio) que
aprisiona, em diferentes proporgdes, os demais elementos do leite como gordura, lactose,
sais minerais, etc. Aumentando-se o teor de caseina do leite, o rendimento de fabricagdo ¢
aumentado pelo proprio peso da proteina que € retida a mais e também pelo fato de que a
caseina aumenta consideravelmente a retencdo de agua no queijo. Por outro lado, um
aumento do teor de gordura provoca o mesmo efeito positivo no rendimento, s6 que neste
caso a maior reten¢ao de agua no queijo € devida a menor sinérese durante a elaboragio no
tanque. E muito importante que a padronizagdo do leite para a fabricagdo seja feita com
base na relacdo caseina:gordura que, se mantida fixa, permite obter queijos com a mesma
composigao fisico-quimica. Cabe ressaltar que a composi¢do do leite e, consegiientemente
o rendimento, sofrem influéncia de diversos fatores como raga do animal, alimentacdo,

estagio de lactagdo, estagdo do ano, estado de saude do animal, etc (Banks e al., 1981).

Composic¢do do queijo

Naturalmente, quanto maior o teor de umidade de um queijo, maior sera o
rendimento. Entretanto, a elevagdo do teor de umidade ¢ limitada por alteragdes paralelas
que podem ocorrer no queijo, como a aceleragdo do processo de maturagdo (protedlise mais
intensa), que pode provocar alteragdes de consisténcia que dificultam o fatiamento e a

tritura¢@o, entre outros problemas (Emmons, 1990).

Perdas no corte

Sem duvida, € impossivel cortar-se uma coalhada sem que haja, no soro, perdas
parciais de componentes do leite. Entretanto, estas perdas podem ser minimizadas através
da coagulagdo bem controlada do leite e de um corte cuidadoso da coalhada. A rapidez do

corte e 0 tamanho dos graos, bem como a intensidade da agitagdo feita imediatamente ap6s
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o corte, tém forte influéncia nas perdas de gordura e proteinas no soro. Por outro lado, o
processo de coagulagdo ¢ afetado por outros fatores, como a temperatura de pasteuriza¢do
do leite, seu teor de calcio e proteinas, acidez e pH, temperatura de coagulagio, etc (Olson,
1971).

Estocagem do leite a frio

A estocagem do leite cru, a baixas temperaturas, provoca mudangas fisico-quimicas
no leite, como a dissociagdo parcial da B-caseina que passa para a fase soluvel, aumentando
as perdas de nitrogénio, gordura e finos da coalhada, e consequentemente, reduzindo o
rendimento. Weatherup & Mullan (1993) mostraram que o aumento do tempo de
armazenamento do leite a baixa temperatura (3 a 7°C) resultou na diminuigdo do

rendimento dos queijos.

Crescimento de psicrotrdficos

Psicrotréficos sdo microrganismos que podem desenvolver-se rapidamente no leite,
mesmo em baixas temperaturas de estocagem como 7°C ou menos. Essas bactérias
produzem lipases e proteases termorresistentes, que sobrevivem a pasteuriza¢do do leite.
Estas proteases podem degradar lentamente a caseina, aumentando a perda de nitrogénio.
Contagens de psicrotroficos superiores a 1x10°UFC/mL podem comprometer o rendimento

e o sabor do queijo (Wasltra et al., 1999).

Células somdticas

A mastite € a infeccdo da glandula mamaria de matrizes leiteiras, que danifica o
tecido celular e atrai para o local, células brancas do sangue, que sio parcialmente
transferidas para o leite, aumentando assim sua contagem de células somaticas (CCS). Em
leites com contagens superiores a 2x10°/mL, essas células brancas produzem enzimas
proteoliticas, em quantidade e nivel de atividade suficientes para degradar a caseina, a
ponto de diminuir o rendimento. Além disso, as células somaticas contém fortes
componentes antimicrobianos que podem ser liberados no leite e vir a inibir a atividade das
culturas lacticas. Barbano (1993) confirmou que o aumento do teor de células somaticas

levou a0 aumento da quantidade e atividade das enzimas proteoliticas presentes no leite,
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resultando na hidrolise de parte das caseinas e conseqiente dissolugdo no soro, com
diminuicgdo significativa no rendimento de queijo Cheddar.
Atividade da plasmina

A plasmina é a protease natural do leite. A maior parte desta enzima se encontra no
leite sob a forma de seu precursor, o plasminogénio, que nao tem atividade proteolitica.
Células somaticas, especialmente em altas contagens, produzem um ativador do
plasminogénio que pode converté-lo para plasmina ativa, ainda na glandula mamaria.
Como a temperatura ideal para atuagdo da plasmina € proxima a temperatura corporal da
vaca, a maior parte do dano provocado por sua atividade proteolitica na caseina ocorre
ainda no ubere. A mastite acaba sendo, portanto, outra influéncia negativa no rendimento

(Weatherup & Mullan, 1993).

Tipo e concentragdo do coagulante

Os coagulantes sdo proteases que atacam a fragdo K-caseina, provocando a
coagulagio do leite. Algumas destas proteases s&o mais proteoliticas ou menos especificas
em sua atuacdo do que as outras. Enzimas mais proteoliticas, como a pepsina suina ou as
proteases acidas de origem fungica, além de hidrolisar a ligagdo 105-106 da x-caseina,
continuam a degradar rapidamente o restante da cadeia de aminoacidos durante a
coagulagio do leite provocando maior perda de nitrogénio e gordura durante o corte da
coalhada. A quimosina € a enzima que alia a melhor atua¢ao coagulante com a mais alta
especificidade, permitindo o melhor aproveitamento de elementos do leite na coalhada e,
portanto, melhor rendimento. A quimosina esta presente no estdmago de vitelo ou pode ser
obtida por fermentagdo. A concentragao do coagulante usado na fabricagdo do queijo pode
afetar a natureza da estrutura do coagulo e influenciar a recuperagdo de gordura e
nitrogénio, resultando em variagdes no rendimento (Walstra et al., 1999).

Barbano & Rasmussen (1992) estudaram a influéncia do tipo de coagulante no
rendimento do queijo Mussarela. Queijos fabricados com quimosina obtida por
fermentagdo apresentaram rendimento superior aos queijos obtidos com coalhos de origem

microbiana (Mucor miehei, Mucor pusillus).
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Micketts & Olson (1974), trabalhando com Mussarela por acidificagdo direta,
encontraram que o rendimento foi inversamente proporcional a concentragdo de coalho
bovino e atribuiram o resultado a maior recuperag@o de gordura no queijo.

Pasteurizagdo do leite

Quando o leite € pasteurizado, uma pequena porcentagem das proteinas do soro €
desnaturadas (£ 3%). A B-lactoglobulina desnaturada tende a se agregar a k-caseina, e
passa a fazer parte do coagulo ao invés de perder-se no soro, como acontece usualmente
com as proteinas do soro. Este fendmeno provoca um ligeiro aumento no rendimento,
devido ao aumento do teor protéico e também pela conhecida capacidade de hidratagdo das
proteinas do soro (Walstra ef al., 1999). Apesar da desnaturag@o ser maior com 0 aumento
da intensidade do tratamento térmico, ndo é recomendavel o uso de temperaturas superiores

a 75°C/15 seg na fabricac@o de queijos, devido a insolubilizagédo do calcio.

Rendimento de queijo Mussarela por acidificagdo direta

Na acidificagdo direta, devido ao menor pH em que ocorre a coagulagao do leite, a
acdo desmineralizante da micela de caseina pelo acido resulta na diminuig¢do das ligagdes
entre as proteinas unidas por pontes de calcio, favorecendo o intumescimento da matriz
protéica, o que pode aumentar o rendimento dos queijos (Fernandez & Kosikswski, 1986).
Portanto, as modificagdes nas interagGes proteina-proteina e o aumento da capacidade de
absorcao de agua pela matriz protéica da Mussarela fabricada por acidificag@o direta podem
ser atribuidas a maior agdo quelante do acido orgéanico adicionado (Van Hooydonk ef al.,
1986).

Ennis & Mulvihil (1999) postularam que a maior hidratagdo das proteinas na
acidificagdo direta, pode ser influenciada pela velocidade de corte da massa. O aumento na
velocidade de corte provoca uma maior desagregacdo das particulas de caseina coagulada,
resultando em aumento da possibilidade de ocorréncia das interagdes agua-proteina. O
aumento da exposi¢do do nimero de regides hidrofilicas é seguido por uma maior

imobiliza¢do de 4gua, o que contribui para o aumento da hidratagao das caseinas.
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Metzger et al. (2000) mostraram que a Mussarela feita com leite pré-acidificado
com acido acético, a pH 35,8, apresentou maior recuperagao de gordura do que o queijo feito
com leite sem pré-acidificagdo (controle). Nao houve diferenga na recuperagdo de
nitrogénio para os queijos fabricados pelos dois processos. A recuperagdo de calcio foi

estatisticamente menor no queijo de acidifica¢@o direta, quando comparado ao controle.

PROTEOLISE

A utilizagdo da protedlise como indice de maturagdo € comumente adotada para
diversos tipos de queijos, e envolve a separagdo, quantificacdo e caracterizagdo dos
compostos nitrogenados formados durante a maturagao (Farkye & Fox, 1990).

Os termos extensdo e profundidade de protedlise foram propostos por Bondzynski
(citado por Wolfschoon-Pombo, 1983). A extensdo da proteolise, ou indice de maturagao,
caracteriza-se pela quantidade de substancias nitrogenadas solaveis (NS), acumuladas
durante o processo de degradagio da proteina e € expressa como porcentagem do nitrogénio
total (NT):

Extensdo = NS x 100
NT

A determina¢io analitica da extensdo da protedlise ¢ baseada na precipitacdo
isoelétrica (pH 4,6) da caseina em uma amostra diluida de queijo, seguida pela
quantificagdo do nitrogénio soluvel através do método de Kjeldahl. Segundo Le Bars ez al.
(citado por Desmazeaud & Gripon, 1977), 28% da fra¢do solivel em pH 4,6 € composta
por peptideos com peso molecular inferior a 3000 Daltons (Da); 50% por peptideos com
peso molecular entre 3000 e 5000 Da e 20% por peptideos com peso molecular superior a
5000 Da.

A profundidade da proteélise abrange as substancias nitrogenadas de baixo peso
molecular (como aminoacidos, oligopeptideos, aminas etc.), acumuladas durante o processo

de degradagdo da proteina. A profundidade pode ser quantificada pelo teor de nitrogénio
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ndo protéico (NNP), soluvel em acido tricloroacético (TCA) a concentragdo de 12% e

expressa como porcentagem do nitrogénio total (NT).

Profundidade = NNP x 100
NT

A agdo enzimatica do coalho estende-se por todo o periodo de maturagao do queijo,
produzindo peptideos de alto peso molecular e eventualmente baixo peso molecular, porém
sem chegar a produgdo de aminoacidos (Wolfschoon-Pombo, 1983). O coalho ¢
responsavel pela produgdo de grande parte do nitrogénio soluvel em pH 4,6 e somente por
uma pequena parcela do nitrogénio solavel em TCA 12% (Fox, 1988). O trabalho de
Desmazeaud & Gripon (1977) conclui que a extensdo da protedlise deve-se principalmente
a agdo proteolitica do coalho sobre as caseinas do queijo.

Apenas parte do coalho utilizado na coagulagio do leite permanece no quetjo, sendo
a quantidade retida influenciada pelo tipo de coagulante, pH, temperatura de cozimento da
massa € por outros parametros de processamento do queijo (Visser, 1993). A baixa taxa de
degradagdo da caseina observada na Mussarela provavelmente, deve-se a alta temperatura
do tratamento térmico dado a massa do queijo durante a filagem (Creamer, 1976).

O coalho apresenta um importante papel na degradac@o inicial da oy -caseina; esta
hidrélise é influenciada pelo pH e pela concentragdo de NaCl do queijo. A quimosina
hidrolisa prontamente a o -caseina mas € pouco efetiva na proteodlise de outras fracoes
protéicas (Farkey & Fox, 1990). Neste processo estdo envolvidos dois fatores: (1) a
especificidade da enzima e (2) a acessibilidade das ligagdes peptidicas as enzimas. A
quimosina cliva predominantemente as ligagdes nas quais estdo presentes 0S aminoacidos
leucina e fenilalanina. A B-caseina € muito resistente a proteolise em queijos maturados por
bactérias. Embora a concentragdo de B-caseina na Mussarela ou nos queijos maturados por
bactérias diminua ao longo do periodo de maturagdo, os [-peptideos normalmente
produzidos pelo coalho néo aparecem, sugerindo que a plasmina e/ou proteases bacterianas
sejam as causadoras desta degradagdo. Na maioria dos queijos, parte da [-caseina
permanece intacta até o final da maturagao (Fox, 1988).
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A plasmina € a principal proteina endogena do leite. Esta enzima ¢ uma protease
alcalina termorresistente e causa significante hidrolise da B-caseina produzindo y-caseinas e
proteoses peptonas (Grappin ef al., 1985).

Normalmente, grande parte da quimosina € inativada em queijos que utilizam altas
temperaturas durante o processamento. A plasmina entretanto € relativamente resistente ao
calor e a quebra da caseina nestes queijos parece estar associada principalmente com a
atividade da plasmina (Lawrence ef al., 1987).

Na Mussarela devido ao curto tempo de maturag@o, o principal agente de cura € o
coalho responsavel pela proteolise primaria do queijo (Creamer, 1976).

As varias fragdes constituintes da caseina e muitos de seus produtos obtidos durante
a protedlise podem também ser observados através da eletroforese, a técnica mais utilizada
para acompanhar o processo de maturagio dos queijos (Fox, 1989).

A protedlise ocorre em fungdo de quatro ou cinco agentes de cura, dependendo da
variedade de queijo: (1) coagulante residual; (2) enzimas naturais do leite (plasmina); (3)
fermento lactico e suas enzimas; (4) fermento secundario, por exemplo, bactérias
propidnicas, leveduras, mofos e suas enzimas e (5) bactérias contaminantes, ou seja, 0S
microrganismos que sobrevivem a pasteurizagdo do leite ou contaminaram o leite apos a

pasteurizacao (Fox, 1988).

Protedlise em queijo Mussarela fabricado por acidifica¢do direta

A etapa de coagulagdo na acidificagao direta ocorre rapidamente, resultando em um
coagulo pouco estruturado, devido principalmente ao maior grau de hidratagdo das
proteinas (Paulson ef al.,1998).

Larsson & Andrén (1998) demonstraram que em pH préximo a 5,6, houve uma
maior adsor¢do de coagulante as caseinas, principalmente a o) € a f-caseina, resultando
em maior quantidade de coagulante retido no queijo.

A quantidade de coagulante retido no queijo varia em fun¢@o das condi¢des de
processamento, sendo influenciada pela temperatura de coagulagdo (Dulley, 1974),
temperatura de aquecimento da massa (Stadhouders & Hup, 1975), quantidade de

coagulante adicionado ao leite (Visser, 1977), pH de dessoragem (Creamer, ef al., 1985),
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etc. A parcela residual do coagulante que permanece proteoliticamente ativa € responsavel
pela proteolise primaria do queijo. Yun ef al. (1993) mostraram que apesar do tratamento
térmico sofrido pela massa (55-60°C) durante a filagem, havia extensa protedlise durante a
estocagem refrigerada do queijo e esta era atribuida ao coagulante residual.

Quarne ef al. (1968) encontraram niveis mais elevados de protedlise em queijos
Cheddar feitos por acidificagdo direta quando comparados com os queijos fabricados pelo
processo tradicional. A protedlise mais intensa foi atribuida ao maior teor de umidade

apresentado pelo queijo fabricado por acidificagdo direta.

FUNCIONALIDADE DE QUEIJO MUSSARELA

A produgdo mundial do queijo Mussarela tem experimentado crescimento
extraordinario nas ultimas décadas, devido principalmente ao seu grande uso como
ingrediente em pizzas e alimentos congelados. Esse queijo deve possuir caracteristicas
funcionais como estiramento, capacidade de derretimento e pequena formagdo de oleo livre
para ser utilizado como ingrediente culinario. As propriedades funcionais da Mussarela sao
desenvolvidas em duas fases distintas mas interdependentes. A primeira fase ocorre durante
a fabricagdo, quando a estrutura basica do coagulo € estabelecida. A segunda ocorre durante
a estocagem, quando a funcionalidade do coagulo € alterada (Rowney ez al, 1999). O
queijo fresco € tipicamente firme e tem pobre derretimento. Entretanto, com uma a trés
semanas apos a fabricagdo, a Mussarela torna-se macia e adquire grande capacidade de
derretimento acompanhado de liberagéo de oleo livre; nesse estagio, o queijo apresenta-se

com boas propriedades para uso em pizza.

Textura do queijo Mussarela
A matriz protéica de um queijo novo consiste principalmente em moléculas de o;-
caseina ligadas por meio de interagdes hidrofébicas a outras caseinas. Inicialmente, o
coagulante hidrolisa a ligagdo Pheys e Valys da oy -caseina, levando a formagao da .-
caseina com a quebra da matriz protéica. Esta quebra especifica é responsavel pela
diminuigdo da firmeza que ocorre no estagio inicial da maturagdo (Creamer & Olson 1982).
Os trabalhos envolvendo o desdobramento das fragdes protéicas durante a

maturagio de queijo tém mostrado que a textura deste produto € dependente da relagao
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caseina intacta/umidade e do pH (Creamer & Olson 1982; Fox 1987; Lawrence et al,
1987). De Jong (1976) observou que havia uma relagdo direta entre a firmeza e a
quantidade de a,;-caseina intacta. Esta hidrolise primaria da caseina (o -caseina — o1.1-
caseina) é responsavel pelo desenvolvimento de maciez no queijo durante os primeiros
estagios de maturagdo (Creamer & Olson, 1982).

Durante o armazenamento refrigerado da Mussarela, ocorrem alteragdes na textura e
microestrutura do queijo como conseqiiéncia da proteolise da o -caseina. Tunick et al.
(1995) observaram através de fotografias em microscopio eletrdnico de varredura que os
globulos de gordura coalesceram ao longo do periodo de armazenamento, e as estruturas de
micelas e submicelas de caseina formaram um aglomerado Unico de caseina.

As caracteristicas de textura dos queijos mudam significativamente durante a
maturagio devido a varios fatores tais como: crescimento microbiano, perda de umidade,
atividade enzimatica (degradacdo de proteina) e a difusdo do sal (Cervantes ef al., 1983).
Geralmente, se ndo houver perda de umidade durante a maturagdo o queijo sofre um
amolecimento devido a hidrolise protéica (De Jong,1976).

Meétodos fisicos (objetivos) para avaliar o corpo e a textura de queijos em
substituicdo a analise sensorial (subjetiva) sdo bastante desejaveis. Entretanto, Green et
al.(1985) advertem que as medidas instrumentais de textura de queijos s6 podem ser
realizadas quando estas envolverem a fraturabilidade do produto e simularem um processo
semelhante ao que ocorre durante o consumo do produto ou a sua trituragao.

As maiores inovacdes na analise do perfil de textura surgiram com o
desenvolvimento do texturdmetro da General Food — o Instrom, que simulava a mastigagdo
comprimindo duas vezes a amostra com um cilindro (Friedman ez al., 1963). A forca
necessaria para comprimir a amostra era registrada em graficos e a partir da analise das
curvas obtidas, extralam-se sete parimetros de textura, sendo cinco deles medidos
diretamente a partir das curvas e dois outros calculados a partir dos demais parametros.
Szczesniak (1975) definiu os pardmetros de textura em:

Fraturabilidade: ¢ a forga encontrada na primeira quebra no primeiro pico;
Dureza: € o pico de forga na primeira compressao;

Coesividade: é a razdo entre a area da segunda compressdo e a da primeira compressao;
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Elasticidade: € a velocidade com que o material deformado volta a sua condi¢@o original
apos ser retirada a forga deformante;

Adesividade: ¢ a area da forga negativa, representada pelo trabalho necessario para
descolar o dispositivo de compressdo da amostra,

Mastigabilidade: € o produto da dureza x coesividade x elasticidade;

Gomosidade: € o produto da dureza x coesividade.

Esses parametros de textura instrumentais foram correlacionados com os pardmetros
sensoriais de textura obtendo-se 6timos resultados (Szczesniak ez al., 1963).

Bourne (1968) adaptou o Instron para fazer a analise do perfil de textura, seguindo a
interpretagdo de Friedman ef a/.(1963), s que ao invés de medir a area total abaixo das
curvas para calcular a coesividade, ele mediu a area referente somente a compressio,
excluindo desta forma a porgao de descompressdo. Apesar de consumir muito tempo, esse
teste se mostrou muito util em pesquisas de desenvolvimento de produtos e no controle de
qualidade de alimentos. Para agilizar o processo de aquisigdo dos dados, o Instrom foi
adaptado a um programa de computador que também calculava os parametros do perfil de
textura (Bourne, 1978).

O significado desses parametros €:

Dureza TPA (TPA hardness): € a forga necessaria para atingir uma dada deformagao.
Coesividade TPA (TPA cohesiveness): € a forga necessaria para que o dispositivo usado
na compressao se descole da amostra.

Elasticidade TPA (TPA springiness): € a velocidade com que um material deformado volta
a sua condigdo original apos ser retirada a forga deformante.

Adesividade TPA (TPA adhesiviness): é a quantidade de forga para simular o trabalho
necessario para sobrepor as for¢as de atrag@o entre a superficie do alimento e a superficie
em contato com este.

Mastigabilidade TPA (TPA chewiness): € a energia requerida para mastigar um solido até
o ponto de ser engolido.

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

alimento semi-solido a ponto de ser engolido.
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E importante salientar que esses termos apresentam significados diferentes dos
geralmente mencionados em reologia. Por exemplo, dureza TPA n3o tem o mesmo
significado que dureza.

Atualmente, outro tipo de aparelho, o texturdmetro, tem sido usado com mais
freqiiéncia que o Instron na analise de textura de alimentos. A vantagem do texturdmetro
em relagdo ao Instron € que, por utilizar cargas menores, fornece resultados mais acurados e

precisos (Bourne 1978).

Funcionalidade do queijo derretido

As varias propriedades funcionais atribuidas ao queijo Mussarela derretido sio
facilmente percebidas pelo consumidor. Derretimento, formagao de oleo livre, elasticidade
e escurecimento nao enzimatico sao geralmente as mais importantes.

A analise do queijo aquecido € comumente usada para medir as suas propriedades
funcionais para uso como ingrediente em pizza e alimentos congelados (McMahon ef al,

1993).

Derretimento

A Mussarela quando aquecida deve derreter uniformemente e n@o evidenciar
particulas individuais. Rudan & Barbano (1998) sugeriram que durante o aquecimento, o
queijo derrete quando sua estrutura nao suporta mais seu proprio peso. Nesse caso, ele
comeg¢a a deformar (derreter) e fluir pela agdo da gravidade. Kindstedt (1991) definiu o
derretimento como sendo a capacidade que as particulas de queijo tem de coalescerem
formando uma massa de queijo uniforme.

O derretimento esta diretamente ligado a8 mudanga de fase que ocorre com o queijo
quando este € submetido ao aquecimento. Como resultado da aplicagdo de calor, a gordura
que estd em estado solido passa a liquido e as macromoléculas de proteina sofrem uma
reorienta¢do fisica. Ao mesmo tempo, a agua do queijo comega a evaporar e algumas
bolhas se entremeiam na matriz protéica. Portanto, todos os tratamentos que afetem tanto a
estrutura protéica quanto a distribuigdo da gordura estardo aptos a influenciar o

derretimento (Apostolopoulos ef al., 1994).
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Varios fatores podem influenciar a capacidade de derretimento do queijo Mussarela
como o teor de calcio e pH da coalhada, umidade, teor de gordura do queijo, contetido de
sal, quantidade de agua livre, protedlise, etc.

Segundo Lawrence et al. (1987), o derretimento do queijo Mussarela € fortemente
influenciado pelo pH da coalhada e o teor de fosfato de calcio coloidal retido na coalhada.
Kosikowski (1951) foi o primeiro a postular que a desmineralizagdo da coalhada, causada
pela acidificagdo durante a fabricagdo, € responsavel pela propriedade de filagem.
Kindstedt (1987) concluiu que a taxa de acidificagdo e o pH de dessoragem do soro,
determinavam os niveis de calcio e fosforo da coalhada.

No queijo Mussarela de acidificagdo direta um outro fator € o tipo de acido
empregado. Acidos que sdo fortes quelantes do calcio, como por exemplo o acido citrico,
causam maior desmineralizagdo do que acidos menos quelantes, como o éacido acético
(Keller et al., 1974; Shehata et al., 1966). O pH da coalhada tem importéncia menor do que
o contetido de calcio na determinagdo do momento de filagem, como € provado pelo maior
pH de filagem usado na Mussarela de acidificagdo direta (5,6), comparado com o pH de
filagem da Mussarela tradicional (5,2). O pH de coagulagdo do leite € um forte
determinante da capacidade de derretimento em queijo Mussarela de acidificagdo direta
devido ao seu efeito sobre o conteido de calcio da coalhada. Keller er al. (1974)
demonstraram que os niveis de calcio e fosforo diminuiram com a diminui¢do do pH de
coagulagdo, resultando em aumento do derretimento. A ligagdo de calcio com a caseina
reduz a capacidade de retengdo de agua e, portanto, diminui a capacidade de derretimento
do queijo (Ruegg ef al. 1980). O derretimento pode ser considerado como consequéncia
dos efeitos combinados de teor de gordura e balango entre interagdes proteina-proteina e
proteina-agua da matriz do queijo (McMahon & Oberg, 1998).

Na Mussarela por acidificagdo direta, a desmineralizagdo da caseina traz como
conseqiiéncia uma maior hidratagdo da proteina. Esse aumento da hidratag@o das proteinas
permite que elas fluam mais facilmente quando aquecidas, melhorando o derretimento do
queijo. Tunick e al. (1991) mostraram que o aumento no teor de umidade da Mussarela de
47 para 52% resultou em melhoria significativa do derretimento do queijo.

Outro fator que influencia o derretimento da Mussarela € a quebra da matriz

protéica que ocorre durante o armazenamento refrigerado do queijo. Yun et al. (1993)
2]



encontraram um maior derretimento em queijos que apresentaram maior extensiao de
proteolise.

O aumento da capacidade de derretimento, com o tempo de armazenamento
refrigerado, também pode ser explicado em fungdo das mudangas no estado da agua e
proteina. O queijo fresco, possui baixa capacidade de derretimento. A Mussarela ndo
maturada libera agua na superficie da pega apds o corte, e apresenta pouco derretimento
durante os primeiros dias apos a fabricagdo. Entretanto, com o avangar da maturagdo, a
umidade da superficie € absorvida pelo corpo do queijo e este desenvolve bom
derretimento. Inicialmente a quantidade de agua ligada € relativamente pequena, como
indiretamente medida pela quantidade de soro expelido, que pode atingir até 40% do
conteudo total da fase aquosa do queijo no primeiro dia apos a fabricagdo. Apos 16 dias de
estocagem, essa quantidade de soro expelido é reduzida para 4% da fase aquosa do queijo
(Guo & Kindstedt 1995). Os autores sugerem que, durante a maturagao, a matriz protéica se
intumesce e forma um gel hidratado, ocorrendo um aumento da quantidade de 4agua ligada.
Esses autores postulam que a dissociagdo da caseina intacta e dos minerais na fase aquosa
também ocorre e pode desempenhar um papel importante no enfraquecimento da matriz
protéica, resultando em aumento da capacidade de derretimento dos queijos.

A agua pode existir no queijo em estado livie como pacotes de umidade,
parcialmente ligada por capilaridade ou como uma cobertura mono-camada das porgdes
hidrofilicas das moléculas no queijo. A ordem desses trés estados mencionados representa
um aumento na tendéncia para a agua permanecer ligada dentro da matriz protéica do
queijo (Rowney ef al., 1999).

O contetdo de gordura da Mussarela é determinado pela relagao caseina:gordura do
leite empregado na fabricagdo. Geralmente, o teor de gordura em base seca varia entre 36 a
45% (Kindstedt, 1987). Quando o teor de gordura do queijo aumenta acima de 45%, o
queijo torna-se excessivamente macio e o derretimento aumenta (Tunick er al., 1991).

O derretimento do queijo Mussarela pode ser afetado pelo teor de sal do queijo.
Kindstedt et al. (1992) postularam que o sodio pode, por troca idnica com o calcio na
matriz de caseina, elevar a capacidade da caseina em emulsificar a gordura, conferindo ao
queijo um menor derretimento. Mais recentemente, o papel do sal na funcionalidade da

Mussarela foi atribuido ao seu efeito na capacidade de ligagdo de agua (Kindstedt & Guo,
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1997). O cloreto de sodio, em fase aquosa, € capaz de causar a hidratagao da matriz
protéica, aumentando sua capacidade de ligacao de agua e solubilizagdo da matriz protéica
(Guo et al., 1997). Os queijos ndo salgados apresentaram maior capacidade de liberagdo de
soro e menor capacidade de derretimento. Durante a maturagdo, os niveis de soro expelido
diminuiram mais rapidamente no queijo salgado quando comparado com o queijo ndo
salgado (Guo ef al., 1997).

Comparando diferentes métodos para avaliagao da capacidade de derretimento em
diversos queijos, entre eles a Mussarela, Park ef a/. (1984) concluiram que os testes de
Arnott (Amnott e al.,, 1957) e o teste de Schreiber modificado por Kosikowski & Mistry

(1997) produziram os resultados mais consistentes e reproduziveis.

Oleo Livre

A separagio de gordura, também conhecida como formagido de dleo livre, ocorre
quando a matriz de caseina se colapsa durante o aquecimento, permitindo que os globulos
de gordura coalesgam dirigindo-se a superficie. A porcentagem de o6leo livre pode ser
expressa em fungdo da porcentagem de gordura ou em relagdo a gordura em base seca
(Tunick, 1994).

O excesso de separagdo de dleo livre pode ser considerado como um defeito grave
na aparéncia do queijo derretido. Este defeito tem adquirido uma maior importéncia na
medida em que cresce a preocupagdo da populagdo com uma dieta saudavel, com baixa
ingestio de alimentos com elevados niveis de colesterol e gordura (Kindstedt & Rippe,
1990).

A quantidade de 6leo livre formada depende da interagdo entre gordura e caseina. A
homogeneizagdo do leite pode virtualmente diminuir a formagdo de Oleo livre na
Mussarela, apesar desta ndo ter nenhum efeito sobre a caseina. Tunick (1994) encontrou
menores valores de 6leo livre quando trabalhou com leite homogeneizado. Quando o leite
ndo foi homogeneizado, a formagdo de oleo livre foi dependente da protedlise e da
porcentagem de gordura em base seca.

Com a proteolise ocorre a desagregagao da matriz protéica, que funciona como uma
barreira fisica que evita a coalescéncia dos globulos de gordura que estdo proximos. Paquet

& Kalab (1988) forneceram evidéncias de que os globulos de gordura proximos se
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aglomeram depois do colapso da matriz de caseina durante o aquecimento da massa e
filagem da Mussarela. Conseqiientemente, o enfraquecimento da matriz protéica que ocorre
durante a maturagdo do produto esta provavelmente associado a pequena capacidade desta
matriz em conter fisicamente a gordura durante o aquecimento. Oberg ez a/. (1993) também
associaram a separagao de gordura com a protedlise, concluindo que a hidrdlise da caseina
resultou na quebra da estabilidade da emulsdo proteina-gordura. Tunick et al (1995)
observaram que o aumento na separacao de Oleo ocorrido ao longo da estocagem da
Mussarela estava relacionado com a protedlise ocorrida principalmente na o,-j-caseina.
Fotografias de microscopia eletronica de varredura mostram que os globulos de gordura
coalesceram e as micelas de caseina sofreram uma aglomeragdo durante o periodo de
estocagem refrigerada.

O efeito do aumento da concentragao do sal na diminuigcdo do oleo livre tem sido
atribuido a relagdo inversa entre a concentragao de sal e a umidade. Com o aumento do teor
de sal, ocorre aumento da perda de umidade no soro (Kindstedt, 1987). O autor concluiu
que o sodio, em troca idnica com o calcio da matriz protéica, provocou uma maior
emulsificagdo da gordura com consequente diminui¢do do oleo livre, conforme mostra a
Figura 1

Quando o calcio é removido da micela, as caseinas ficam mais capacitadas a
emulsificar a gordura. No queijo Mussarela por acidificagdo direta, a maior
desmineralizagdo da caseina resulta em maior liberagdo de dleo livre e maior capacidade de
derretimento (McMahon et al., 1993).

Os testes tradicionais para medir a formagao de oleo livre eram realizados com
discos de queijos, submetidos a derretimento numa determinada temperatura por um dado
tempo. O oleo que se separava durante o derretimento era absorvido por um papel de filtro,
formando um anel cuja area era medida. Esse teste era muito demorado € ndo possuia boa
representatividade em se tratando de pegas de queijo grandes e muitas vezes apresentava
alto coeficiente de variagdo. Objetivando ter-se resultados mais representativos, Kindstedt
& Rippe (1990) propuseram uma modificagdo no teste de Babcock e formularam um novo
método de determinagdo de dleo livre. Uma versao modificada do teste de Gerber para
medir a quantidade de 6leo liberado do queijo foi desenvolvida por Kindstedt & Fox

(1991)
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FIGURA 1. Modelo proposto para mostrar o mecanismo de agdo do NaCl na formagdo de
oleo livre em queijo Mussarela, através da troca de sédio por calcio ligado a

caseina (Kindstedt, 1987).

Escurecimento Nao Enzimatico (Browning)

A formagao localizada de manchas escuras ou amarronzadas sobre o queijo
derretido na pizza, € devido a reacdo de escurecimento ndo enzimatico. O escurecimento
esta associado com o aquecimento do queijo e resulta primariamente da rea¢do de Maillard,
entre os residuos de lactose ou galactose com os carbonos terminais dos aminoacidos
formando glucosaminas, que através de reagdes do tipo de rearranjo de Amadori resultam
em aldosaminas ou cetosaminas. Esses compostos, por a¢@o do calor durante o aquecimento
da pizza, formam melanoidinas, que sdo compostos nitrogenados de coloragdo marrom

(Johnson & Olson, 1985).
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A formacdo de manchas escuras € um fendmeno relativamente complexo, pois
envolve varios fatores. Por outro lado, pode-se afirmar que todas as medidas de controle
apontam para uma mesma diregdo, ou seja, a eliminacdo do teor de agucar residual e a
diminui¢do da intensidade da protedlise, visando a diminuigao da disponibilidade de grupos
aminas. Varios fatores podem influenciar a intensidade do escurecimento ndo enzimatico
no queijo Mussarela como tipo de fermento lactico, tipo de coagulante, temperatura de
filagem, periodo de maturagdo (estabiliza¢@o), teor de sal e outros (Furtado, 1996).

Na fabricagdo de Mussarela para pizza, os fermentos termofilos normalmente
utilizados sdo galactose(-) e portanto, favorecem o acumulio dos aglicares que propiciam o
desenvolvimento da rea¢ao de Maillard. O nivel residual de galactose € fator fundamental
para o aparecimento do escurecimento ndo enzimatico. Para minimizar a ocorréncia do
problema o uso de culturas Galactose positiva (Gal+), como o Lactobacillus helveticus,
deve ser preferido. Entretanto, esse microrganismo € muito proteolitico e sua atuagdo pode
comprometer a elasticidade da massa. Furtado (1996) sugere o uso de cultivos Gal (-),
principalmente o Streptococcus salivarius spp thermophilus, pelas vantagens da rapida
acidificagdo e baixa proteolise, ficando a eliminagao do teor residual de agucar por conta de
outras alternativas durante as etapas de fabricagdo do queijo.

A utilizagdo de coagulantes com menor atividade proteolitica pode resultar em uma
menor quantidade de grupamentos aminas disponiveis como substrato, podendo minimizar
a ocorréncia do problema (Furtado, 1996).

A temperatura de filagem da massa pode influenciar indiretamente o aparecimento
do escurecimento ndo enzimatico, ja que altas temperaturas de filagem destroem ou, no
minimo, promovem injaria celular aos microrganismos do fermento lactico, tornando-os
incapazes de fermentar os aglcares, ou entdo realizarem a fermentagdo em menor
velocidade. Como resultado, o acumulo dos agucares lactose e galactose favorecem o
aparecimento do escurecimento ndo enzimatico (Kindstedt, 1991).

Com o avangar do tempo de maturagdo, mais intensa € a protedlise e,
conseqiientemente, maior € a degradagao da caseina, resultando em acimulo de peptideos e
aminoacidos e aumentando a possibilidade de aparecimento do escurecimento ndo

enzimatico (Furtado, 1996). A quantidade de sal também influencia indiretamente o
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aparecimento do problema, na medida em que inibe a agdo do fermento, favorecendo a
presenga de residuos de galactose e lactose (Kindstedt, 1991).

A determinagdo da cor do queijo pode ser feita subjetivamente, através da
comparagdo da sua cor com mapas de cores, ou objetivamente pelo uso de colorimetro
(McMahon ef al., 1993; Matzdorf et al., 1994).

A Mussarela fabricada por acidificagdo direta € menos propensa ao escurecimento
porque pouca protedlise secundaria ocorre na auséncia de fermento lactico (Oberg et al.,

1991).

Elongagao (stretchability)

Entende-se como sendo a capacidade do queijo derretido de esticar-se, distanciando-
se da pizza quando puxada com um garfo, sendo que nesta avaliagdo envolvem-se ainda
fatores como a resisténcia, auséncia de rompimento do fio e a aderéncia a propria pizza.
Queijo com boa elongagdo é aquele que ao se esticar, ndo se arrebenta e, mantém ainda
uma certa aderéncia a superficie da pizza (Kindstedt & Guo, 1997).

Varios fatores podem influenciar a elongagao da Mussarela. Um dos principais € a
quantidade de caseina intacta, quanto maior for esse teor, maior sera a elongagao da
Mussarela. Portanto, uma Mussarela com alto grau de proteodlise rompe-se facilmente ao ser
esticada. Queijos com alto teor de sal apresentam uma protedlise mais lenta, o que significa
mais caseina intacta e, portanto, maior elongagdo. O teor de calcio do queijo também
influencia a elongag@o, que diminui com a diminui¢gdao do teor de célcio na Mussarela
(Furtado, 1996). Oberg e al. (1991) concluiram que a perda de elongac¢do do queijo durante

a estocagem deve ser resultado da atividade proteolitica do coagulante ou da plasmina.

A capacidade de elongagdo (stretchability) da Mussarela pode ser medida de duas

maneiras, subjetivamente, através do teste do garfo ou, objetivamente, com o uso de

viscosimetro helicoidal (Kindstedt & Kiely, 1992).

A técnica de acidificagdo direta em queijos tem sido usada comercialmente e com
sucesso, principalmente na Italia, Estados Unidos e India, sendo objeto de varias patentes.
Sio escassas as informagdes cientificas a respeito dos efeitos da acidificag@o direta do leite,

sobre as variaveis de processo do queijo Mussarela. A acidificagdo do leite com acido, com
27



a conseqiiente desmineralizagdo da caseina pode permitir o uso de menores quantidades de
coagulante. Entender a influéncia da concentragdo de coagulante na composi¢ao,
rendimento, proteolise e propriedade funcionais da Mussarela de acidifica¢do direta podem
ajudar a uma maior compreensdo dos fendmenos envolvidos e resultar em maior controle

da produgdo de um queijo de alta qualidade.
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Influéncia da Concentrag¢ao de Quimosina no Rendimento do Queijo Mussarela Feito

por Acidificacdo Direta com acido acético

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi determinar o efeito de diferentes concentragdes de
quimosina na recuperagao de gordura e nitrogénio e no rendimento do queijo Mussarela,
fabricado por acidificagdo direta com acido acetico. Cem litros de leite foram usados em
cada tanque de queijo feito com 0,02; 0,05 e 0,10mg de quimosina’kg de leite. O
coagulante usado foi a quimosina obtida por fermentagdo. Cada tratamento foi realizado em
triplicata, resultando em 9 ensaios, que foram previamente aleatorizados para efeito da
ordem de execugdo. Modificagdes no método de fabricagdo da Mussarela por acidificagao
direta foram desenvolvidas para se obter um queijo de composigdo homogénea e constante.
As modifica¢Ges incluiram a padronizag@o do teor de caseina @ gordura, a coagulagdo e
agitacdo da massa a 41°C, inclusdo de tempo de repouso por 5 minutos logo apos o corte da
massa e a salga na massa em duas etapas. A composi¢ao do leite, soro, agua de filagem e
queijo foram determinadas. O aumento da quantidade de quimosina nao influenciou a
composigdo dos queijos. Queijos fabricados com 0,02 mg de quimosina’kg de leite
apresentaram maiores perdas de gordura e nitrogénio no soro e agua de filagem. As
recuperagdes de gordura, nitrogénio e célcio foram significativamente inferiores para os
queijos fabricados com menor concentragdo de quimosina. Apesar do aumento da
concentragdo de quimosina ndo influenciar significativamente o rendimento e a eficiéncia
dos processos de fabricag@o, houve tendéncia de maior eficiéncia para queijos feitos com
0,10 mg de quimosina’kg de leite.

(Palavras-chave: Mussarela, acidifica¢do direta, quimosina e rendimento)
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of different concentrations of
chymosin on the recovery of fat and nitrogen and on the yield of Mozzarella cheese made
by direct acidification with acetic acid. One hundred litres of milk were used in each vat
and the cheeses were made with chymosin derived by fermentation at a rate of 0.02, 0.05
and 0.10 mg/kg of milk. Each treatment was carried out in triplicate resulting in 9 trials,
which were previously randomised to determine the order of execution. Modifications in
the way of preparing Mozzarella cheese by direct acidification were developed, to obtain
cheese with a homogenous and constant composition. The modifications included the
standardization of the ratio casein : fat, the milk coagulation and curd stirring at 41°C, the
inclusion of a 5 minutes resting period immediately after cutting the curd and a two stage
salting process. The composition of the milk, whey, stretching water and cheese were
determined. An increase in the amount of chymosin did not influence the composition of
the cheeses. Cheeses prepared with 0.02 mg chymosin‘/kg milk presented greater losses of
fat and nitrogen in the whey and stretching water. Recovery of fat, nitrogen and calcium
was significantly lower for cheeses prepared with the lowest concentration of chymosin.
Despite the fact that the chymosin concentration did not significantly influence the yield
and efficiency of the manufacturing process, there was a tendency for greater efficiency in
the cheeses made with 0.10 mg chymosin/kg milk.

(Key words: Mozzarella cheese, yield, chymosin, direct acidification)

INTRODUCAO
A produgdo mundial de Mussarela vem crescendo durante as duas ultimas décadas,
em razdo, principalmente, do desenvolvimento das redes de alimentagdo do tipo “fast-food”
e do aumento da popularidade de pizzarias, responsaveis pela maior parte do mercado
consumidor deste tipo de queijo (14).
O parametro mais importante que influencia decisivamente a viabilidade econdmica
da fabricagdao de queijos € o rendimento, normalmente expresso como kg queijo/100litros

de leite (7)
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No processo de acidificagdo direta, a coagulagido do leite ocorre a um pH menor,
resultando em maior quantidade de coagulante retido, maior velocidade das reagdes de
hidrolise e maior remogdo do fosfato de calcio micelar que passa a integrar o calcio solavel.
A desmineralizagdao da micela de caseina provoca a diminuigido das ligagdes de proteina
unidas por pontes de célcio, o que permite maior grau de hidratagdo das proteinas, que se
traduz em aumento de rendimento dos queijos obtidos por acidificagdo direta (8). Portanto,
o efeito da acidificagdo direta sobre o rendimento do queijo Mussarela, pode ser atribuido
as modificagdes nas interagdes proteina-proteina, resultado do aumento da capacidade de
absor¢@o de agua pela matriz protéica (25).

A concentragdo de quimosina usada na fabricagdo de queijo por acidificagdo direta
pode modificar a natureza da microestrutura do coagulo, o que pode influenciar a retengio
de gordura e nitrogénio no queijo, implicando em variagdes no rendimento do produto. O
objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de diferentes concentragdes de quimosina no

rendimento do queijo Mussarela fabricado por adigdo de acido acético.

MATERIAL E METODOS

Fabrica¢do do queijo

Para cada concentragdo de quimosina (0,02; 0,05 e 0,10mg/kg de leite) foram
realizados ensaios em triplicata, perfazendo nove ensaios, sendo estes previamente
aleatorizados para efeito da ordem de execugdo. A metodologia empregada para a produgao
do queijo Mussarela por acidificagao direta foi a proposta por Kosikowski & Mistry, (15) e
modificada por Viotto & Oliveira (26). As modificagdes incluiram a padronizagdo do teor
de caseina : gordura, a coagulagdo e agitagdo da massa a 41°C, a inclusdo de tempo de
repouso por 5 minutos logo apos o corte da massa e, a salga na massa em duas etapas. Leite
cru desnatado e creme foram misturados em proporgdes tais que possibilitassem a obtengio
de uma relagdo caseina : gordura de l:1. Uma vez padronizado o leite, foi feita a
pasteuriza¢do a 63°C por 30 minutos em tanque de camisa dupla (Modelo Inadal 563A,
Tetra Park Inc., Sdo Paulo, Brasil), seguido de resfriamento a 4°C e estocagem por uma

noite. No dia seguinte, o leite, a 4°C, foi acidificado a pH 5,6 com solugdo de acido acético
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glacial a 50% (Chemco, Ind. e Com. Ltda, Campinas, SP. Brasil). Apos o ajuste do pH, o
leite foi aquecido a 41°C e transferido para um tanque de fabricagdo (Marca ICMA, Ind. e
Com. Ltda, Campinas, SP. Brasil). A temperatura de 41°C foi mantida por circula¢do de
agua quente na camisa do tanque. 200 ppm de cloreto de calcio foram adicionados ao leite.
O coagulante usado foi a quimosina obtida por fermentagdo (Chymax, Chr. Hansen Inc.,
Valinhos, SP, Brasil) na quantidade de 0,02; 0,05 e 0,10 mg/kg de leite. Apds o corte e
agitacdo durante 3 minutos, deixou-se a coalhada em repouso por 5 minutos, seguindo-se
entdo a dessora. A massa foi entdo cortada e agitada por 10 minutos, mantendo-se a
temperatura a 41°C. ApOs essa etapa, foi efetuada a salga na massa (3% sal do peso da
massa, p/p) em duas aplicagdes, agitando-se a massa para incorporagdo do sal durante um
minuto, com 3 minutos de intervalo entre as duas aplicagdes. Durante a salga, a temperatura
da massa foi mantida a 41°C. A filagem foi entdo realizada manualmente, sendo a
temperatura da agua de filagem 80°C e a temperatura interna média da massa, 57°C. Os
queijos foram entdo resfriados em agua gelada por 1 hora e deixados a secar por uma noite
em camara fria. No dia seguinte, os queijos foram embalados a vacuo em plastico
termoencolhivel e pesados. Os queijos foram numerados e depois sorteados para as analises
de composigdo. Todo o soro e agua de filagem foram homogeneizados, amostrados e

pesados para efeito dos célculos de rendimento.

Amostragem do Queijo

As amostras para as analises de composi¢ao foram preparadas da seguinte forma: de
cada pega de queijo, tomada aleatoriamente, retirou-se uma fatia de mais ou menos lcm das
laterais, parte superior e inferior, que foram desprezadas. A outra parte foi cortada em
cubos pequenos ¢ triturada em multiprocessador até a obten¢do de particulas de tamanho
entre 2-3mm. O material assim obtido foi homogeneizado manualmente e acondicionado
em frascos plasticos, sem espago livre. As amostras foram mantidas sob refrigera¢do de 4-

8°C até o momento das analises de composi¢do do queijo.

Composi¢io Quimica de Leite, Soro, Agua de Filagem e Queijo
As mudancas de acidez titulavel do leite e do soro (18), e o pH do leite, soro e

queijo foram monitoradas durante o processamento (27). Os teores de gordura do leite
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padronizado, soro e agua de filagem foram determinados pelo método de extragdo etérea de
Mojonnier [(1); método nimero 989.20]. O teste de Gerber foi usado para medir o teor de
gordura no creme (11) e queijo (12). Para a padronizag¢do do teor de caseina : gordura do
leite, a % de caseina foi determinada pelo método do formol, conforme Lourengo-Neto &
Wolfschoon-Pombo (17), sendo realizada novamente por Kjeldahl (2). Os teores de
nitrogénio total (10), nitrogénio ndo caséico (3) e nitrogénio ndo protéico [(1) método
numero 991.20], foram determinados pelo método de Kjeldahl. O teor de umidade do
queijo foi determinado gravimetricamente em estufa de circulagdo forgada, a 100°C por
24h, segundo AOAC [(1); método numero 925.23]. A determinagido da % de cinzas foi
realizada conforme AOAC [(1); método nimero 935.42]. O teor de sal no queijo foi
determinado pelo método de Volhard (11). As porcentagens de calcio no leite, no soro, na
agua de filagem e no queijo foram determinadas pelo método de digestdo imida seguida de
titulagdo com EDTA, na presenga de murexida (23). Todas as analises exceto as de
umidade, cinzas e gordura do queijo, (quadruplicata), e as de nitrogénio total do queijo

(triplicata), foram realizadas em duplicata.

Recuperacao de Gordura, Proteina e Calcio

Para avaliagcdo do rendimento de queijo Mussarela feito pela técnica tradicional, a
medida de recuperagdo de gordura e nitrogénio no soro, agua de filagem e queijo é
suficiente. Entretanto, em se tratando de Mussarela fabricado por acidificagdo direta, €
fundamental saber a distribuig@o de calcio nos produtos. A porcentagem de recuperagio de
gordura em cada produto foi calculada como o peso de cada produto multiplicado pela sua
porcentagem de gordura e entdo dividido pelo peso total da gordura presente no leite
original e multiplicado por 100. A recuperagdo total de gordura € a soma do peso de
gordura em todos os produtos dividido pelo peso de gordura no leite usado na fabricagéo do
queijo. A porcentagem de recuperag@o total de gordura nao se iguala exatamente a 100%,
devido a erros experimentais cumulativos, tanto na analise quimica de gordura quanto nas
medigdes do peso. Entretanto, a contabilidade total de gordura deve ser proxima de 100%.
Para se neutralizar as pequenas diferengas de tanque para tanque na recuperagdo da gordura
medida, calculou-se a recuperagdo de gordura padronizada para 100% no soro, na agua de

filagem e no queijo. A recuperagdo de proteina total e as porcentagens padronizadas de
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proteina recuperada no soro, na agua de filagem e no queijo foram determinadas da mesma
forma que para a recuperagdo de gordura. Para a recupera¢dao de calcio, foi também
considerado o calcio adicionado durante a fabricagdo sob a forma de cloreto de célcio e, as

determinagdes foram realizadas da mesma forma que para recuperagéo de gordura.

Rendimento

O rendimento dos queijos para cada tanque foi calculado dividindo-se o peso de
queijo, apos o resfriamento, pelo peso total de leite menos o peso das amostras retiradas até
a adigdo do coalho. A simples comparagdo dos rendimentos dos queijos nido tem grande
significado, em virtude de que, os diferentes teores de umidade e sal tornam a comparagao
sem sentido. Por esse motivo, foi calculado o rendimento ajustado para umidade e sal
(RAJ) para todos os queijos, como descrito por Lau e al. (16), considerando-se o conteido

desejado de sal de 1,5% e umidade de 50%, como mostra a Equagao (1).

RAJ = (Rendimento) [100 — (% umidade + % de sal)] ~ Equagio (1)
100 — (% umidade desejada + % sal desejada)

O rendimento tedrico (RT) dos queijos foi calculado usando a férmula de Van Slyke

modificada por Barbano (4), conforme a Equag@o (2), usada para Mussarela tradicional.

RT =[ (0.85% gordura leite) + (% caseina leite —0.1)] 1.13  Equagao (2)
1 —(% umidade desejada queijo/ 100)

O fator 0,85 na formula assume que 85% da gordura no leite sera retida no queijo. A
equagio (2) também assume que 10% da caseina ndo serdo recuperadas no queijo. O fator
1,13 leva em conta um fator constante para a retengdo do sal adicionado e os componentes
ndo caséicos e solidos ndo gordurosos retidos na fase aquosa do queijo. A umidade
desejada do queijo foi considerada como 50%. O calculo da eficiéncia do rendimento do

queijo foi feito pela divisdo de RAJ por RT, multiplicado por 100.
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Planejamento Experimental e Analise Estatistica

Para avaliar o efeito da concentra¢ao de coagulante (A) no rendimento, foi aplicado
um plano completamente aleatorizado. Os niveis de coagulante utilizados foram 0,02; 0,05
e 0,10mg/kg de leite, com trés repeti¢gdes para cada tratamento. Os resultados obtidos foram
analisados através de Analise de Variancia, utilizando-se o teste de Duncan para verificar

diferencas entre as médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Composicao do Leite
A Tabela 1 mostra a composicdo do leite utilizado. Nao houve diferenga
significativa na composi¢do quimica do leite utilizado na elaboragdo dos queijos Mussarela
por acidificagdo direta. Portanto, eventuais diferengas no rendimento dos queijos deverdo

ser atribuidas as diferentes concentragdes do coagulante empregado.

Tabela 1. Composi¢ao média (n=3) do leite utilizado na produgio de queijo Mussarela por

acidificagdo direta com trés diferentes concentragdes de quimosina’ obtida por

fermentagao.
Componentes Concentragdo de quimosina (mg/kg de leite)
0,02 0,05 0,10
Solidos Totais, % 11,344 11,101 11,026
Gordura, % 2,316 2.362 2.86
Proteina Total, % (N x 6,38) 3,161 3,158 3,149
Caseina, % 2,411 2,398 2,398
C/G?, % 1,04 1,01 1,00
C/P%, % 0,76 0,76 0,76
NNP* % 0,027 0,027 0,026
Calcio, % 0,141 0,139 0,142
pH 6,78 6,72 6,73

35¢ Numa mesma linha. médias com letras em comum ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si.
' Chymax®, Chr. Hansen®. ? Caseina/Gordura. * Caseina/Proteina. * Nitrogénio ndo protéico.
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Fabrica¢ao do Queijo

Os valores médios do pH da dessoragem e de salga foram, respectivamente, 5,66 +
0,03 e 5,64 + 0,03, ndo havendo diferengas estatisticas para as diversas concentra¢des de
quimosina. As temperaturas médias de coagulagdo do leite e filagem da massa foram,
respectivamente, 41°C + 0,1 e 57,3°C + 0,2, ndo ocorrendo diferengas significativas entre as
médias para as varias concentragdes de quimosina empregadas.

O intervalo de tempo decorrido entre as etapas do processamento e o tempo total de
fabrica¢@o do queijo Mussarela, feito pela técnica de acidificag@o direta, € apresentado na
Tabela 2. O intervalo de tempo entre a adi¢ao do coagulante até inicio do corte diminuiu
significativamente (p=0,0368) com o aumento da concentragdo de quimosina. Isso pode ser
explicado pelo fato de que a maior concentragdo de quimosina acelerou a etapa enzimatica
de coagulagio do leite.

Segundo Dalgleish & Law (6), a liberagdo do fosfato de célcio coloidal produz um
aumento da concentragdo de Ca™", 0 que seria uma das causas para as mudangas observadas
nas propriedades de coagulagdo. Isto sugere que a adigdo de cloreto de calcio ao leite
acidificado, como realizado em nosso procedimento, ndo seria justificavel. Entretanto,
Gastaldi et al. (9) mostraram que para o mesmo pH, a quantidade de calcio que permaneceu
ligado a caseina foi maior no leite enriquecido com calcio. Segundo Pires ef al. (21), o
célcio ligado que pode ser solubilizado pela acidificagcdo ndo € suficiente para produzir
mudangas significativas na concentragdo de Ca™". Na presenca de quantidades suficientes
de ions hidrogénio e coagulante, a hidrolise da x-caseina e a velocidade de agregagao foram
aumentadas pela adi¢@o de calcio. A suplementagdo de calcio leva a uma manutengdo da
estrutura micelar e a obtengdo de uma coalhada que dessora com maior facilidade. Isso esta
de acordo com os nossos experimentos, como mostram os dados da Tabela 2 e as nossas
observagdes em relagdo a facilidade de dessora e estrutura da coalhada formada.

O tempo decorrido da dessoragem até o inicio da filagem e o tempo total foram
maiores quando a concentragdo de quimosina foi menor. A menor concentragdo de
quimosina resultou em um gel menos firme, uma coalhada mais fragil, uma sinérese mais
lenta, dificultando o manuseio da massa e, consequentemente, aumentando o tempo de

fabricagao.
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Tabela 2. Tempo médio (n=3) de fabricagdo do queijo Mussarela feito por acidificagdo

direta com trés diferentes concentragdes de quimosina’ obtida por fermentagéo.

Intervalo de tempo entre as etapas do Concentragio de quimosina’ (mg/kg)
rocessamento (minut

P Kminutos) 0,02 0,05 0,10

Adigdo do coagulante — Ponto de Corte 15° 10 6

Dessoragem - Inicio da filagem 47 36b 35b

Total (acidificagdo do leite até inicio da

filagem) Fig 64° 62°

35 Numa mesma linha, médias com letras em comum ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si.
' Chymax®, Chr. Hansen®.

Composi¢do do Soro e Agua de Filagem

A Tabela 3 mostra a composi¢do do soro e agua de filagem da Mussarela feita por
acidificacdo direta com diferentes concentragdes de quimosina. A menor concentragao do
coagulante (0,02 mg quimosina/kg leite) resultou em maior teor de solidos totais (p=0,047)
e gordura (p=0,033) no soro. N&o houve diferenca significativa no teor de s6lidos e gordura
dos soros obtidos com o uso de 0,05 e 0,10 mg quimosina/kg de leite. Isso parece indicar
que a concentragdo de 0,02 mg quimosina’kg leite foi insuficiente para promover uma
hidrolise eficaz da k-caseina e assim, promover as condigdes necessarias para a formagao
de uma rede protéica capaz de aprisionar eficazmente a gordura. Houve um aumento da
perda de nitrogénio no soro (p=0,0402) com a diminui¢do da concentragdo de quimosina.
Isso parece reforgar a hipotese de formagdo de uma rede protéica mais frouxa, uma
estrutura mais grosseira e porosa com a diminui¢io da concentragdo de coagulante,
facilitando a perda de finos de caseina no soro.

A menor quantidade de coagulante resultou em maior teor de solidos totais
(p=0,0145), gordura (p=0,0178) e nitrogénio (p=0,0091) na agua de filagem, o que parece
confirmar que a concentragio de quimosina de 0,02 mg/kg de leite resultou em estrutura do
queijo mais fragil e porosa quando comparada a concentra¢des de coagulante mais

elevadas. Entretanto, deve ser ressaltado que, apesar das diferencas resultantes da variagao
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na concentragio de coagulante, as perdas de gordura e nitrogénio sao bastante similares as
obtidas pelo processo tradicional de fabricagdo de Mussarela com cultura lactica, indicando
que o procedimento utilizado na fabricagdo de Mussarela por acidificagdo direta foi
bastante satisfatorio. A diferenga na concentragdo de quimosina nao influenciou

significativamente os teores de calcio e sal na agua de filagem.

Tabela 3. Composigio média (n=3) do soro e agua de filagem obtido do queijo Mussarela

por acidificagdo direta com diferentes concentragdes de quimosina’ produzida por

fermentagao.

Camponeites Concentrago de quimosina (mg/kg de leite)
Soro 0,02 0,05 0,10
Solidos Totais, % 7,679° 6,959" 6,829"
Gordura, % 0,413 0,348° 0,318"
Proteina, % (N x 6,38) 0,805 0,745" 0,669°
Calcio, % 0,079 0,077 0,076
pH 5,62 5,71 5,71
Agua de Filagem

S¢lidos Totais, % 1,492 1,445 1,408°
Gordura, % 0,298* 0,253" 0,246"
Proteina, % (N x 6,38) 0,066 0,064 0,053°
Calcio, % 0,039 0,037 0,036
Sal, % 0,720 0,704 0,709

a5 Numa mesma linha, médias com letras em comum ndo diferem si gnificativamente, (p<0,05) entre si.
! Chymax®, Chr. Hansen®.

Composi¢io do Queijo

A composi¢io dos queijos feitos com diferentes concentragdes de quimosina €
apresentada na Tabela 4. A Mussarela obtida pode ser classificada, segundo a legislagao
americana como de baixa umidade (45%<U<52%) e parcialmente desnatada (30%<GBS<
45%) (13). Segundo a legislago brasileira para o Mercosul, a Mussarela obtida nesse

trabalho enquadra-se na categoria de queijo semigordo (25%<GBS<44,9%) e como um
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queijo de alta umidade (46%<U<54,9%) (5). A variagdo na concentragdo de quimosina nao
influenciou a composi¢do dos queijos. Micketts & Olson (20) testaram varias concentragdes
de coalho bovino para produzir queijo Mussarela com acido cloridrico e também ndo
encontraram diferengas significativas nos conteiidos de umidade, gordura e sélidos nao

gordurosos dos queijos.

Tabela 4. Composi¢io média (n=3) do queijo Mussarela produzido por acidifica¢ao direta

com diferentes concentragdes de quimosina' obtida por fermentago.

Concentragdo de quimosina (mg/kg de leite)

Componentes

0,02 0,05 0,10
pH 5,62 5.59 5,62
Umidade, % 49,83 50,66 50,03
Gordura, % 20,2 20,3 20.8
GBS’ % 40,34 41,22 41,62
Proteina, % (N x 6,38) 23,26 22,36 24,29
Calcio, % 0,685 0,708 0,703
Sal, % 1,594 1,503 1,499
Cinzas, % 2.960 3,004 2,987
Sal/Umidade, % 3,19 2,96 2,99
Calcio/Proteina, % 2,94 3,16 2,89

5% Numa mesma linha, médias com letras em comum ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si.
! Chymax®, Chr. Hansen®.
? Gordura em Base Seca.

Recuperacio de Gordura, Nitrogénio e Calcio

A Tabela 5 mostra as porcentagens de recuperagdo de gordura, nitrogénio e calcio
no soro, na agua de filagem e no queijo para as diferentes concentragdes de quimosina.
Houve menor recuperagio de gordura em queijos feitos com a menor concentragdo (0,02
mg/kg de leite) de quimosina (p=0,048), havendo maior recuperagdo de gordura no soro
(p=0,045) e na agua de filagem (p=0,039) para essa concentra¢do de quimosina. Quando se

compara a recuperagdo de gordura no soro e na agua de filagem, foi perceptivel que as
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maiores perdas de gordura ocorreram no soro, como reflexo de um coagulo pouco
estruturado.

Os valores de recuperagdo da gordura no queijo Mussarela feito por acidificacdo
direta foram levemente inferiores aos citados na literatura (22), para o queijo Mussarela

tradicional.

Tabela 5. Recuperagdo padronizada de gordura, nitrogénio e célcio (n=3) em soro, agua de
filagem e queijo Mussarela feito por acidificagdo direta com diferentes concentragoes de

quimosina1 obtida por fermentagéo.

Concentrac¢do de quimosina (mg/kg de leite)

0,02 0,05 0,10
Recuperagdo de gordura

Soro (%) 15,532° 12,534° 12,383"
Agua de filagem (%) 3,088" 2,619° 2,797°
Queijo (%) 81,380" 84,848° 84,820
Recuperagao de nitrogénio

Soro (%) 24.242* 21,881° 20,740°
Agua de filagem (%) 0,554° 0,537% 0,482
Queijo (%) 75,233° 77,532 79,124*
Recuperagdo de Calcio

Soro (%) 48.343* 47,504 45,035
Agua de filagem (%) 6,690 6,564 6,302
Queijo (%) 44.967° 45,932° 48,663°

B¢ Numa mesma linha, medias com letras em comum ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si.
! Chymax®, Chr. Hansen®.

A recuperagdo de nitrogénio foi maior no soro (p=0,042) e na agua de filagem
(p=0,038) quando a menor concentragdo de quimosina foi usada, e maior no queijo
(p=0,047), com a maior concentragdo de quimosina. A adi¢cdo de acido em substitui¢do ao
fermento lactico e, conseqiientemente, a maior velocidade de acidificagdo do leite traz
como consegiiéncia a formagdo de um gel mais grosseiro e poroso. Além disso, a pré-
acidificagdo do leite até o pH 5,6 antes da coagulagdo provoca a desmineralizagao da
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micela de caseina, resultando em ligagdes mais fracas que podem afetar a estrutura do gel
formado (24). A adigdo de acido ao leite 4 baixa temperatura antes da coagulagdo resulta
também em solubilizagdo da caseina (6), o que pode explicar a maior recuperagao de
nitrogénio no soro quando comparado ao queijo Mussarela feito pelo processo tradicional.
Metzger et al. (19) encontraram valores ligeiramente menores de nitrogénio no soro de
queijo Mussarela feito com fermento.

As maiores recuperagdes de calcio no soro para as concentragdes de 0,02 e 0,05 mg
quimosina’/kg de leite podem ser atribuidas ao maior tempo de contato da coalhada com o
acido para esses tratamentos, conforme mostra a Tabela 2, resultando assim em uma maior
remocdo do fosfato de calcio micelar ou coloidal. Metzger et al. (19) encontraram valores
de recuperagio de calcio no soro ligeiramente superiores a esses quando trabalharam com
Mussarela por acidificagdo direta a pH 5,8 com acido acético. A diferenga na concentragao
de coagulante ndo influenciou a recuperagao de calcio na agua de filagem (p>0,05).

Como pode ser observado na Tabela 5. 0 uso de 0,05 e 0,10mg de quimosina’kg de
leite resultaram em queijos com recuperagdes de gordura e nitrogénio maiores do que as
verificadas para queijos fabricados com 0,02 mg/kg. Aparentemente, mesmo reduzindo a
concentracdo de quimosina para 0,05 mg/kg de leite, o coagulo resultante foi capaz de
manter a gordura aprisionada. Isso indica ser possivel economizar pelo menos 50% de
quimosina em relagao a concentragdo normalmente utilizada de 0,10mg/kg de leite, sem

que haja maiores perdas de gordura e nitrogénio no soro € agua de filagem.

Rendimento

Os rendimentos e a eficiéncia da produgdo de queijo Mussarela elaborado pela
técnica de acidificagdo direta com diferentes concentragdes de coagulante sao mostrados na
Tabela 6. Diferencas nas concentragdes de coagulante nao influenciaram significativamente
o rendimento de fabricagdo (p=0,085) e a eficiéncia do processo (p=0,065), o que torna
vantajoso economicamente o uso de pequena quantidade de coagulante em razao da
reducdo de custos com o ingrediente, sem afetar o rendimento de fabricagdo. Houve uma
leve tendéncia de aumento no rendimento e na eficiéncia do processo com o aumento da
concentragdo de coagulante, apesar dessas diferengas ndo serem estatisticamente

significativas. Entretanto, essa tendéncia é consistente com a maior recuperagio de gordura,
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nitrogénio e calcio dos queijos fabricados com a concentragdo mais elevada de quimosina.
Outros experimentos com maior nimero de repetigdes para cada tratamento seriam
necessarios para verificar a tendéncia observada, ja que pequenas mudangas no rendimento

sao dificeis de serem detectadas estatisticamente com pequeno numero de experimentos.

Tabela 6. Rendimento real, rendimento ajustado, rendimento teorico e eficiéncia (n=3)
em queijo Mussarela feito por acidificagdo direta com diferentes concentragdes de

quimosina’ obtida por fermentagao.

Concentragdo de quimosina (mg/kg de leite)

Rendimento 0.02 0.05 0,10
Real 9,283 9,464 9,650
Ajustado 9,297 9,334 9,644
Teorico 9,673 9,715 9,772
Eficiéncia 96,11 96,12 08,70

25 Numa mesma linha, médias com letras em comum ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si.
! Chymax®, Chr. Hansen®.

CONCLUSOES

E possivel reduzir a quantidade de coagulante para até 0,02 mg/kg de leite na
fabricacdo de queijo Mussarela por acidificagdo direta, sem mudanga significativa no
rendimento e eficiéncia do processo. Entretanto, as recuperagdes de gordura, proteina e
célcio no queijo foram significativamente menores quando a quantidade de quimosina
usada foi a de 0,02 mg/kg. Para todos os queijos, as recupera¢des de gordura, proteina e
célcio foram significativamente maiores no soro do que na agua de filagem mostrando que,
em queijos fabricados por acidifica¢@o direta, a etapa de coagulagdo € de vital importancia

quando se objetiva alcangar rendimentos satisfatorios.
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CAPITULO 3. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE QUIMOSINA NA
COMPOSICAO E PROTEOLISE DO QUEIJO MUSSARELA

FABRICADO POR ACIDIFICACAO DIRETA COM ACIDO
ACETICO

TRABALHO A SER ENVIADO A REVISTA MILCHWISSENSCHAFT
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Influéncia da concentra¢ao de quimosina na composicao e proteolise do

queijo Mussarela fabricado por acidificacio direta com acido acético

RESUMO

Queijo Mussarela foi produzido por adigdo de acido acético usando trés
concentragdes de coagulante (0,02; 0,05 e 0,10 mg de quimosina obtida por fermentacdo/kg
de leite). Cada tratamento foi realizado em triplicata. Um fluxograma modificado de
fabrica¢do do queijo por acidificag@o direta foi empregado para se obter um produto final
de composi¢do constante. As modificagdes incluiram a padronizagio do teor de caseina :
gordura, a coagulagdo e agitagdo da massa a 41°C e a salga na massa. Os queijos foram
analisados ap6s 5, 12, 19, 26 e 33 dias de armazenagem refrigerada a 4°C. Como esperado,
nao foram detectadas diferencas significativas no pH (p<0,06), acidez titulavel (p<0,08) e
no teor de nitrogénio soluvel a 12% acido tricloroacético (TCA) (p<0,08) para as diferentes
concentragdes de coagulante. O teor de nitrogénio solivel em pH 4,6 foi significativamente
menor para os queijos feitos com menor quantidade de coagulante, provavelmente em
funcdo do menor teor de coagulante retido no queijo. Para todos os queijos, houve aumento
da extensio e intensidade da protedlise com o aumento do tempo de armazenamento
refrigerado. A eletroforese mostrou que a quantidade de as;-caseina diminuiu com o tempo
de estocagem refrigerada para todos os tratamentos, mas a extensao de protedlise foi maior
para os queijos feitos com maior concentragio de coagulante. O teor de [B-caseina
permaneceu constante durante o tempo de estocagem refrigerada.

Queijo Mussarela acidificacdo direta (avaliagdo de proteolise)

ABSTRACT

Mozzarella cheese was produced by the addition of acetic acid using three different
concentrations of coagulant, [0.02, 0.05 and 0.10 mg chymosin derived by fermentation,
per kg of milk]. Each treatment was carried out in triplicate. A modified flow diagram was
used for the preparation of the cheese by direct acidification, to obtain a final product with

a constant composition. The modifications included the standardization of the casein : fat
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ratio, coagulation and stirring of the batch at 41°C and salting of the batch. The cheeses
were analysed after 5, 12, 19, 26 and 33 days of refrigerated storage at 4°C. As expected,
no significant differences were detected in the pH (p<0.06), titratable acidity (p<0.08) and
the content of nitrogen soluble in 12% trichloracetic acid (TCA) (p<0.08) for the different
concentrations of coagulant. The increase in the level of nitrogen soluble at pH 4.6 was
significantly lower in cheeses made with a lower concentration of chymosin, probably as a
function of a lower residual activity of the coagulant retained by the cheese. Electrophoresis
showed that the amount of a,.;-casein decreased with time of refrigerated storage for all
treatments, but the extent of proteolysis was greater in cheeses made with the highest
concentration of coagulant. The level of 3-casein remained constant throughout the whole
period of refrigerated storage.

Directly acidified Mozzarella cheese (evaluation of proteolysis)

1. Introducao

A acidificagdo direta vem sendo utilizada na fabricagdo de Mussarela, substituindo
de forma total ou parcial a acidificagdo oriunda do fermento lactico. A pré-acidificagdo do
leite aumenta a velocidade da reag@o enzimatica de coagulagdo, possibilitando a redugdo da
quantidade de coagulante empregado, pois com o pH mais préximo do 6timo, a agdo da
quimosina € acelerada, traduzindo-se em economia tanto pela redu¢do de gastos com
ingredientes (coagulante e fermento lactico) como pelo aumento da capacidade instalada
das fabricas de queijos (1).

A etapa de coagulagdo na acidificagdo direta ocorre rapidamente, resultando em um
coagulo mais fragil (poroso), devido principalmente a desmineralizagdo da micela de
caseina causada pela pré-acidifica¢do do leite, o que reduz as ligagdes cruzadas entre os

polimeros de caseina (2).

O coagulante usado na fabricagdo dos queijos tem dupla fungio: a primeira €
coagular o leite, e a segunda, é que pequena parcela residual de coagulante permanece
proteoliticamente ativa no queijo, sendo responsavel pela proteolise primaria durante a

estocagem e maturag@o (3). Varios estudos (4, 5, 6) tém relatado a relagdo direta entre a
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quantidade de quimosina adicionada ao leite, a concentragio e a quantidade de quimosina
ativa no queijo. Além disso, a taxa de proteolise em queijo, durante 0 armazenamento
refrigerado, tem sido diretamente relacionada com a concentragao residual de quimosina (4,
5).

A quantidade de coagulante retida no queijo depende das condigdes de fabricagao e
a atividade proteolitica residual depende da sua sensibilidade ao calor e ao pH, estando os
dois fatores diretamente relacionados & quantidade adicionada ao leite. Assim, a quantidade
de quimosina com atividade proteolitica residual no queijo aumenta com a diminui¢do do
pH e da intensidade do tratamento térmico (5, 7), e com o aumento da velocidade de
acidificagdo do leite (8). Uma maior quantidade de quimosina ¢ adsorvida as caseinas,
principalmente o e B-caseina, quando o pH de coagulagdo do leite esta proximo a 3,6,
resultando em maior quantidade de coagulante retido (9). Portanto, em quetjos feitos por
acidificagdo direta, o baixo pH inicial do leite, a maior velocidade de acidificagéo e a maior
estabilidade da quimosina a pH acido (10) devem promover maior reten¢do de quimosina,
em comparagdo com queijos elaborados com fermento lactico. E provavel que seja possivel
reduzir a quantidade de coagulante consideravelmente abaixo do convencionalmente
utilizado sem modificar o processo de fabricagdo. Entretanto, os efeitos do uso de menores
quantidades de quimosina na composi¢do e protedlise do queijo Mussarela feito por
acidificacdo direta ndo sdo claros. O objetivo deste trabalho foi determinar a influéncia do
uso de diferentes concentracdes de quimosina obtida por fermentagdo na composi¢ao e

proteolise do queijo Mussarela feito por acidifica¢ao direta com acido acético.

2. Material e métodos

2.1 Fabricagdo do queijo

Para cada concentragio de quimosina (0,02; 0,05; e 0,10 mg/kg de leite),
representando, respectivamente, 20%, 50% e 100% da quantidade normalmente usada na
coagulagdo do leite, foram realizados ensaios em triplicata, perfazendo nove ensaios, sendo
estes previamente aleatorizados para efeito da ordem de execugao. A metodologia

empregada para a produgdo do queijo Mussarela por acidificagdo direta foi a proposta por
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KOSIKOWSKI & MISTRY (11) e modificada por VIOTTO & OLIVEIRA (12). As
modificagdes incluiram a padroniza¢do do teor de caseina: gordura, a coagulagio e agitagdo
da massa a 41°C, a inclusdo de tempo de repouso por 5 minutos logo apds o corte da massa
e, a salga na massa em duas etapas. Leite cru desnatado e creme foram misturados em
propor¢des adequadas para a obtengdo de uma relagdo caseina: gordura de 1:1. O leite,
padronizado foi pasteurizado a 63°C por 30 minutos em tanque de camisa dupla (Modelo
Inadal 563A®), resfriado a 4°C e estocado por uma noite. No dia seguinte, o leite, a 4°C,
foi acidificado a pH 5,6 com solug@o de acido acético glacial a 50% (Chemco®). Ap6s o
ajuste do pH, o leite foi aquecido a 41°C e transferido para um tanque de fabricagio (Marca
ICMA®). A temperatura de 41°C foi mantida por circulagdo de 4gua quente na camisa do
tanque. 200 ppm de cloreto de calcio (Merck®) foram adicionados ao leite. O coagulante
usado foi a quimosina obtida por fermentagdo (Chymax®, Chr. Hansen). Apos o corte e
agitagdo durante 3 minutos, deixou-se a coalhada em repouso por 5 minutos, findo os quais
iniciou-se a dessoragem. A massa foi entdo cortada e agitada por 10 minutos, mantendo-se
a temperatura a 41°C. A salga foi efetuada na massa (3% sal do peso da massa, p/p) em
duas aplicagdes, agitando-se durante um minuto para incorporagao do sal, com 3 minutos
de intervalo entre as duas aplicages. Durante a salga, a temperatura da massa foi mantida a
41°C. A filagem foi entdo realizada manualmente, sendo a temperatura da agua de filagem
80°C e a temperatura interna média da massa, 57°C. O queijo foi resfriado em agua gelada
por 1 hora, tendo permanecido em prateleira durante a noite para secagem e, no dia
seguinte, embalado a vacuo. Os queijos foram numerados e depois sorteados para as

analises de composigio e proteolise.

2.2 Preparo de amostras

De cada pega de queijo, tomada aleatoriamente, retirou-se uma fatia de mais ou
menos lcm das laterais, parte superior e inferior, que foram desprezadas. A outra parte foi
cortada em cubos pequenos e triturada em multiprocessador até a obtengio de particulas de
tamanho entre 2-3mm. O material assim obtido foi homogeneizado manualmente e
acondicionado em frascos plasticos, sem espaco livre. As amostras foram mantidas sob

refrigeragdo (4-8°C) até o momento das analises de composi¢do dos queijos. No 5°, 12°,
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192, 26° e 332 dia de estocagem refrigerada, os queijos previamente sorteados foram
submetidos a0 mesmo procedimento de amostragem e preparagdo para as analises de

avaliagdo da proteolise (pH, acidez e NS em pH 4,6 ¢ 12% TCA).

2.3 Andlises de composigdo

Os teores de umidade e de cinzas dos queijos foram determinados, respectivamente,
segundo os métodos 925.23 e 935.42, da AOAC (13). O teste de Gerber foi usado para
medir o teor de gordura do queijo (14). O teor de sal no queijo foi determinado pelo método
de Volhard (15). Os teores de nitrogénio total (16), nitrogénio néo caséico (17) e nitrogénio
ndo protéico (13) foram determinados pelo método de Kjeldahl. A porcentagem de calcio
no queijo foi determinada pelo método de digestdo umida, seguida de titulagio com EDTA,
na presenga de murexida (18). Todas as analises quimicas, exceto as de umidade e gordura
do queijo (quadruplicata), e as de nitrogénio total do queijo (triplicata), foram realizadas em

duplicata.

2.4. pH e Acidez Titulavel

O pH dos queijos fo1 determinado em triplicata, através de método potenciométrico
(13), utilizando-se pHametro Micronal, Modelo B375®. A determinagdo de acidez dos
queijos foi realizada em triplicata, conforme RICHARDSON (15). Foram tomados 10g da
amostra previamente homogeneizada por 35 segundos em liquidificador com 95ml de agua
destilada a 60°C, para extragdo do acido lactico. Em seguida o material foi filtrado em
papel de filtro Whatman n® 1 e, a partir do filtrado, determinou-se a acidez por titulagéo

com NaOH 0, 1N, sendo o resultado expresso em porcentagem de acido lactico.

2.5. Nitrogénio soluvel em pH 4,6 e 12% TCA

Os teores de nitrogénio soluvel em tampio de acetato a pH 4,6 e em 12% TCA
foram determinados para medir a extensdo e a profundidade da protedlise no queijo
ocorrida durante o armazenamento a 4°C, usando a metodologia de BYNUM &

BARBANO (19). Os teores de nitrogénio soliveis foram determinados por macro Kjeldahl
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e convertidos a proteina soluvel multiplicando-se pelo fator de conversao 6,38. Os

resultados foram expressos como porcentagem dos teores de proteina total da Mussarela.

2.6. Eletroforese

A eletroforese em gel de uréia poliacrilamida (uréia-PAGE) (gel de separacio a
12,5% e de concentragdo a 4%) foi realizada usando-se uma unidade vertical Protean II xi
(Bio-Rad®), usando método descrito por FARKYE et al. (20). Os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue G-250, seguindo-se metodologia descrita por BLAKESLEY &
BOEZI (21). Os extratos para eletroforese foram preparados dissolvendo-se 100mg de
queijo em 5SmL de tamp@o, com aquecimento a 40°C durante 1 hora. O padrio foi
preparado com 50mg de caseinato de sodio dissolvido em SmL de tampao, de acordo com
SHALABI & FOX (22). Foram aplicados 7ul de amostra e Sul de padrao no gel. O tampao
para dissolug@o da amostra foi preparado usando-se 1,5g de tris-hidroximetil aminometano
(TRIS), 98 g de uréia, 0,8mL de acido cloridrico concentrado, 1,4 mL de 2-mercaptoetanol,
0,3g de azul de bromofenol, para um volume final de 200 mL com agua destilada. A
separacdo das amostras foi feita inicialmente a 280V e depois a 300V, até o corante
indicador (azul de bromofenol) atingir o final do gel (cerca de 4 a S horas). Os géis foram

corados por imersao na solug@o corante durante 1 noite e descorados com agua destilada.

2.7. Planejamento experimental e andlise estatistica dos resultados

O delineamento experimental foi do tipo aleatorizado em blocos. O fator estudado
foi a concentracao de coagulante (A), utilizado nos niveis de 0,02; 0,05 e 0,10 mg/kg de
leite. Os resultados de composigdo foram analisados por Analise de Varidncia, utilizando-se
o teste de Duncan para verificar diferengas entre as médias. Para a avaliagio dos indices de
protedlise (pH, acidez, nitrogénio soluvel a pH 4,6 e 12% TCA) foi adotado um
delineamento do tipo "split-plot", sendo que a sub-parcela foi obtida pela incorporagdo do
fator tempo de armazenamento refrigerado (B), conforme (Tabela 1). As analises foram
realizadas nos dias 5, 12, 19, 26 e 33 de armazenamento refrigerado. O teste F-ANOVA foi
usado para testar as diferengas entre tratamentos, tempo de armazenamento refrigerado € a

interagdo tempo versus tratamentos. Foi utilizado o teste de Duncan de comparagao
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multipla para agrupar tratamento e/ou tempos com médias cujas diferengas ndo foram

estatisticamente significativas.

Tabela 1: Modelo estatistico usado para analise dos dados

Fatores GL"  Analisado como
Concentragdo do coagulante (A) 2 Classificagdo

Erro (a) 6

Tempo (B) 4 Quantitativo

Interacao (A)*(B) 8 Classificag@o x Quantitativo
Erro (b) 24

1 Graus de liberdade

3. Resultados e discussao
3.1 Composigdo do queijo

Como pode ser verificado na Tabela 2, todos os queijos apresentaram valores de
umidade de cerca de 50% o que, pela legislagdo brasileira, enquadra a Mussarela na
categoria de queijo de média umidade (47-55%). O teor de gordura variou de 20,73% a
21,66%, o que o classifica como um queijo semigordo, segundo o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Produtos Lacteos, BRASIL (23). Os dados da Tabela 2 mostram
que a concentragdo de quimosina ndo influenciou significativamente na composi¢ao dos
queijos. Valores semelhantes de composi¢do foram encontrados por MICKETTS &
OLSON (24), quando trabalharam com quantidades reduzidas de coagulante bovino em

queijo Mussarela feito por acidificagdo direta.
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Tabela 2: Composi¢io média (n=3) do queijo Mussarela produzido por acidificacdo

direta com diferentes concentracgdes de quimosina1 obtida por fermentacao.

Concentragdo de quimosina (mg/kg de leite)

Componente 0,02 0,05 0,10
PH 5,62 5.59 5,62
Umidade, % 49,83 50,66 50,03
Gordura, % 20,20 20,30 20,80
GBS®, % 40,34 41,22 41,62
Proteina, % (N x 6.38) 23,26 22,84 24,29
Calcio, % 0,685 0,708 0,703
Sal, % 1,59 1,50 1,50
Cinzas, % 2,96 3,00 2,99
Sal/Umidade, % 3,19 2,96 2,99
Calcio / Proteina, % 2,94 3,16 2,89

b€ Numa mesma linha, médias com letras em comum ndo diferem significativamente (p<0,05) entre si.
! Chymax®, Chr. Hansen®. * Gordura em Base Seca.

3.2 Evolugdo do pH e acidez

Todos os queijos apresentaram valores de pH relativamente elevados,
comportamento esperado para este tipo de queijo fabricado sem a adigdo de fermento
lactico. A concentragio de quimosina (p=0,064) e o tempo de estocagem (p=0,087) nao
influenciaram significativamente o pH dos queijos; entretanto, a interagdo concentragdo de

quimosina*tempo foi significativa (p<0,01) (Tabela 3).

A Fig. 1A mostra a evolugdo do pH e 1B acidez durante os 33 dias de
armazenamento refrigerado, evidenciando uma manutengao dos valores iniciais de pH dos
queijos, sem grandes variagdes. Para todos os queijos, pode ser observado um
comportamento do pH linear e praticamente constante até o 26° dia de estocagem
refrigerada (Fig. 1A). Apos o 26° dia, houve uma diminuigdo do pH, mais acentuada para

os queijos fabricados com concentragdes mais elevadas de quimosina.
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A Fig. 1B mostra o comportamento da acidez titulavel para os queijos fabricados
com 0,02; 0,05 e 0,10 mg/kg leite de quimosina durante os 33 dias de armazenamento
refrigerado. A concentragdo de quimosina (p=0,085) e o tempo de estocagem (p=0,094) nio
influenciaram a acidez titulavel dos queijos (Tabela 3). No entanto, a interagio
concentragao de quimosina * tempo foi significativa (p<0,01) (Tabela 3), sendo observado
apenas um leve aumento da acidez titulavel com o tempo de estocagem refrigerada (Fig.
1B). Nao se espera que queijos fabricados sem fermento lactico apresentem aumento de
acidez com o tempo, uma vez que ndo ha fermentagio da lactose em acido lactico pela agio
de bactérias do fermento. A pequena variag@o na acidez titulavel dos queijos com o tempo
de estocagem refrigerada pode ser atribuida a agdo de flora contaminante e/ou sobrevivente
a pasteurizagdo, favorecida pelo pH relativamente alto e auséncia de competigdo do
fermento lactico, ausente no processo de acidificagdo direta. A possivel produgio de acido
por microrganismos contaminantes e/ou sobreviventes a pasteurizagdo pode explicar
também o comportamento do pH dos queijos (Fig. 1A), cuja diminui¢@o na Ultima semana

de maturacio coincide com a elevacio da acidez titulavel (Fig. 1B).
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Fig.1: Evolugdo do pH (A) e acidez titulavel (B) em queijo Mussarela feito por acidificagdo
direta com 0,02 (¢); 0,05 (™) ¢ 0,10 (&) mg de quimosina’kg de leite, obtida por

fermentagdo durante armazenamento refrigerado a 4°C.
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3.3 Indices de protedlise (NS em pH 4,6 e em 12% TCA)

A formagdo de nitrogénio solivel em pH 4,6 ¢ um indicador da atividade
proteolitica devido a agdo do coagulante residual. Nesta determina¢do, medem-se
principalmente os peptideos de alto e médio peso molecular, oriundos da hidrolise da ;.
caseina, podendo também estar incluidos peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos
(25, 26). Portanto, a porcentagem de nitrogénio solivel em pH 4,6 ¢ um bom indicador da

extensdo de protedlise em queijo.

A Fig. 2A mostra a evolugdo da relag@o nitrogénio solivel em pH 4,6 / NT, e 2B do
NS em 12% TCA / NT do queijo Mussarela feito por acidificagdo direta com diferentes
concentragdes de quimosina, durante o armazenamento refrigerado a 4°C. A concentragao
de quimosina (p<0,01) e o tempo de estocagem (p<0,01) influenciaram significativamente a
extensdo da protedlise. Como a interagdo concentragdo de quimosina*tempo de
armazenamento (p<0,01) (Tabela 3) foi estatisticamente significativa, ha necessidade de se
avaliar esses parametros em conjunto. A Fig. 2A mostra que, somente a partir do 12° dia de
estocagem, houve diferencas nos teores de nitrogénio solivel em pH 4,6 com o uso de
diferentes concentragdes de quimosina. Portanto, os dados indicam que a hidrolise da
caseina pela quimosina foi significativa somente a partir do 12° dia de armazenamento,
quando os valores de nitrogénio soluvel em pH 4,6 foram diretamente proporcionais as
concentracdes de quimosina empregada. Deve ser ressaltado que os queijos fabricados com
0,02 mg quimosina/kg leite praticamente ndo sofreram proteolise devido a agdo do
coagulante, como pode ser observado pelos valores constantes dos indices de extenséo de
protedlise com o tempo de armazenamento refrigerado (Fig. 2A). Provavelmente, a
pequena quantidade de coagulante adicionado ao leite (0,02 mg quimosina’kg leite), e o
consegiiente teor residual do coagulante na massa foi insuficiente para promover a

protedlise durante a estocagem refrigerada.

Para todos os queijos, os indices de extensdo de proteolise encontrados foram
maiores do que os observados por CHAVES (27) para queijo Mussarela fabricado com
fermento mesofilico. Tal fato pode ser explicado pela maior umidade dos queijos Mussarela
fabricados por acidificagdo direta e pelo menor pH de coagulagdo do leite (5,6), o que

possibilita maior retengdo de coagulante no queijo e, consequientemente, maior extensao de
65



protedlise. Os resultados evidenciam que a temperatura de 57°C, atingida pela massa
durante a filagem, n3o foi suficiente para inativar o coagulante residual e reforga a teoria de

que a quimosina € bastante estavel ao aquecimento a pH 5,6 (8).

A formag@o de peptideos de baixo peso molecular € um bom indicativo da atividade
proteolitica das endo e exopeptidases do fermento lactico (25, 26). Portanto, a porcentagem
de NS em 12% TCA em relagdo a porcentagem de nitrogénio total € utilizada como um
indicador de profundidade de protedlise no queijo, sendo usada para medir a atividade das

enzimas do fermento lactico e de outros microrganismos presentes .

A evolugdo da relagio de nitrogénio solivel em 12% TCA/nitrogénio total durante a
estocagem refrigerada € apresentada na Fig. 2B. Na@o houve diferenga significativa
(p=0,087) na profundidade de protedlise devido a mudanga na concentragao de quimosina,
como era esperado. Entretanto, houve um aumento do teor de nitrogénio solavel em 12%
TCA (p<0,01) com o tempo de armazenamento refrigerado. Como néo houve o emprego de
cultura lactica durante a fabrica¢do dos queijos, os pequenos aumentos observados ao longo
do tempo para as varias concentragdes de quimosina podem ter sido ocasionados por
contaminantes durante o processo ou pelo desenvolvimento de flora secundaria

sobrevivente a pasteurizagao do leite.
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Fig 2: Evolugio da relagdo do NS em pH 4.6/ NT (A) ¢ NS em 12% TCA/NT (B) do
queijo Mussarela feito por acidificacdo direta com 0,02:(e) 0,05:(m) ¢ 0,10 (A)
mg de quimosina/kg de leite, obtida por fermentagdo durante estocagem
refrigerada a 4°C.
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3.4 Eletroforese

A Fig. 3 mostra o eletroforetograma correspondente as concentragdes de quimosina
de 0,02; 0,05 e 0,10 mg/kg de leite no 5°, 19° e 332 dia de armazenamento refrigerado.
Através do eletroforetograma fica evidenciado que ocorreu o desdobramento progressivo e
em proporgdes crescentes da oy.caseina em .1 caseina com o decorrer do tempo de
armazenamento e com aumento da concentragdo de quimosina. A variagao da concentra¢do
de quimosina n3o afetou o teor de B-caseina , que permaneceu constante com o tempo de
estocagem refrigerada. A proteolise ocorrida foi devido a agdo do coagulante residual,

sendo esse o principal agente de cura do queijo Mussarela por acidificagdo direta.
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Fig 3: Eletroforetograma de queijo Mussarela feito por acidificagdo direta com acido
acético. Banda 1 = Caseinato de sédio (padrao). Bandas 2, 3 ¢ 4 = 0,02 mg de
quimosina/kg de leite (5; 19 e 33dias). Bandas 5, 6 € 7 = 0,05 mg de quimosina/ kg
de leite (5; 19 e 33dias). Bandas 8, 9 e 10 = 0,10 mg de quimosina’kg de leite (5; 19

e 33dias).
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4 Conclusoes

Diferentes concentragdes de quimosina ndo afetaram significativamente a
composigdo quimica dos queijos fabricados por acidificagdo direta. Apos 12 dias de
estocagem refrigerada, o aumento da concentragdo de quimosina resultou em aumento
progressivo da protedlise. Para todos os queijos, houve degrada¢do da o.;-caseina. A
extensdo de protedlise durante a estocagem refrigerada foi afetada pela concentragdo de
coagulante, sendo que maiores concentragdes de quimosina resultaram em maior extensao
de protedlise. Mudangas na protedlise provocadas pela manipulagdo da concentragio de
quimosina podem ser uma excelente ferramenta de controle da funcionalidade do queijo
Mussarela de acidificacdo direta. Outros estudos devem ser realizados para maior
entendimento do sistema, o que pode capacitar os queijeiros a melhorar a funcionalidade do

queijo Mussarela feito por acidificagdo direta.
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CAPITULO 4. EFEITO DA CONCENTRACAO DE QUIMOSINA NAS
PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO QUEIJO MUSSARELA

FEITO POR ACIDIFICACAO DIRETA COM ACIDO
ACETICO

TRABALHO A SER ENVIADO A REVISTA MILCHWISSENSCHAFT
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Influéncia da concentra¢io de quimosina nas propriedades funcionais do queijo

Mussarela feito por acidificacio direta com acido acético

RESUMO

A influéncia de diferentes concentragdes de quimosina obtida por fermentagio no
derretimento, Oleo livre e perfil de textura TPA do queijo Mussarela obtido por acidificagio
direta com acido acético, foram determinados durante 33 dias de estocagem refrigerada, a
4°C. Cem litros de leite foram usados em cada processamento de queijo usando-se 0,02;
0,05 e 0,10 mg de quimosina’kg de leite. Cada tratamento foi realizado em triplicata,
perfazendo 9 ensaios, que foram previamente aleatorizados para efeito da ordem de
execu¢do. O método de fabricagdo seguiu um fluxograma modificado, visando obter um
produto final o mais uniforme possivel em relagdo a composi¢do fisico-quimica. As
modificagdes incluiram a padronizagdo do teor de caseina : gordura, a coagulagdo e
agitagdo da massa a 41°C e a salga na massa. Anélises de Perfil de Textura (dureza TPA,
elasticidade TPA e coesividade TPA), dleo livre e capacidade de derretimento foram
realizadas para todos os queijos, durante os 33 dias de armazenamento refrigerado. O
aumento da concentragio de quimosina resultou em queijos com menor dureza TPA
(p<0,01), maior capacidade de derretimento (p<0,01) e maior separagdo de odleo livre
(p<0,01), provavelmente em func¢@o da protedlise mais intensa. A elasticidade (p<0,08) e
coesividade TPA (p<0,09) da Mussarela n3o foram afetadas pelas diferencas na
concentra¢@o de quimosina. Portanto, a concentragdo de coagulante parece ser uma variavel
bastante util para se controlar as propriedades funcionais do queijo Mussarela fabricado por
acidificagio direta com acido acético.

Queijo Mussarella acidificacio direta (avaliagdo de funcionalidade)

ABSTRACT

The influence of different concentrations of chymosin derived by fermentation, on
the melting, free oil and texture profile analysis (TPA) of Mozzarella cheese obtained by
direct acidification with acetic acid, were determined for 33 days of refrigerated storage at

4°C. One hundred litres of milk were used in each vat and the cheeses were made with
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chymosin added at rate of 0.02, 0.05 and 0.10 mg/kg of milk. Each treatment was carried
out in triplicate resulting in 9 trials, which were previously randomised to determine the
order of execution. The production of the cheese followed a modified flow diagram to
obtain a final product as uniform as possible with respect to the physical-chemical
composition. The modifications included the standardization of the casein : fat ratio,
coagulation and stirring of the batch at 41°C, the inclusion of a 5 minute resting period
immediately after cutting the curd and a two-stage curd salting process. The cheeses were
analysed for their texture profile analysis (TPA hardness, TPA springiness and TPA
cohesiveness), free oil and melting capacity, during 33 days of refrigerated storage. An
increase in the concentration of chymosin resulted in cheeses with lower TPA hardness
(p<0.01), greater melting capacity (p<0.01) and greater separation of free oil (p<0.01),
probably as a function of more intense proteolysis, these values being statistically different
for the three concentrations of chymosin. TPA springiness (p<0.08) and cohesiveness
(p<0.09) of cheeses were not affected by different amounts of chymosin. Thus, the
concentration of coagulant appears to be a useful variable in the control of the functional
properties of Mozzarella cheese prepared by direct acidification with acetic acid.

Direct acidified Mozzarella cheese (evaluation functionality)

1. Introducio

Funcionalmente, a Mussarela deve ser firme o suficiente para permitir o fatiamento
ou a trituragdo. Quando usada para fins culinarios, o queijo deve derreter de forma continua
e uniforme (capacidade de derretimento), sem excessiva separagdo de gordura (6leo livre).
Sob tensao, a Mussarela deve formar fibras que se elongam sem rompimento
(stretchability) com a capacidade de resistir a elongagido permanente (elasticidade), (1, 2).

O aumento da competigdo entre as industrias para produgdo de Mussarela de baixo
custo, visando a obtengdao de rendimento elevado, redu¢io do tempo de maturagdo ou
estabilizacdo, diminui¢do do custo dos ingredientes adicionados tem aumentado o interesse
pela técnica de acidificagdo direta. Nesta técnica de fabricagdo ndo se usa cultura lactica e o
leite é acidificado, antes da coagulag@o, pela adi¢do direta de acido em grau alimenticio,
como o acético e o citrico. Outras vantagens da Mussarela obtida por acidificacao direta

incluem um tempo de processo reduzido, controle preciso do pH, maior capacidade de
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retencdo de agua pela matriz protéica e, portanto maior resisténcia a sinérese e nenhuma
necessidade de maturagdo do queijo. Além disso, a eliminagdo dos custos da cultura lactica
e de sua variabilidade se soma a possibilidade de diminuicdo da concentragio de
coagulante, uma vez que o leite acidificado apresenta um pH mais baixo, que melhora a
acdo da quimosina. O pH ao redor de 5,6 e a acidificagdo rapida também favorecem uma
maior retengdo da quimosina na massa que, aliada a umidade mais elevada da Mussarela
obtida por acidificagao direta, propicia uma proteolise bastante intensa quando comparada
com a Mussarela tradicional (3).

VariagOes na quantidade de quimosina podem afetar a microestrutura, a protedlise, a
absorgdo de agua e, conseqiientemente as propriedades funcionais do queijo. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a influéncia da quantidade de quimosina na funcionalidade do
quetjo Mussarela fabricado por acidificagdo direta e as mudangas ocorridas no queijo

durante o armazenamento refrigerado.

2 Material e métodos

2.1 Fabricagdo do queijo

Para cada concentragdo de quimosina (0,02, 0,05 e 0,10 mg/kg de leite), foram
realizados ensaios em triplicata num total de nove, sendo estes previamente aleatorizados
para efeito da ordem de execugdo. A metodologia empregada para a produg@o do queijo
Mussarela por acidificagdo direta foi a proposta por KOSIKOWSKI & MISTRY (4) e
modificada por VIOTTO & OLIVEIRA (5). As modifica¢des incluiram a padroniza¢do do
teor de caseina: gordura, a coagulagio e agitagdo da massa a 41°C, a inclusdo de tempo de
repouso de 5 minutos logo apo6s o corte da coalhada e, a salga na massa em duas etapas.
Leite cru desnatado e creme foram misturados em propor¢des adequadas para a obtengdo de
uma relag@o caseina: gordura de 1:1. Uma vez padronizado o leite, foi feita a pasteurizagao
a 63°C por 30 minutos em tanque de camisa dupla (Modelo Inadal 563 A®), resfriado a 4°C
e estocado por uma noite. No dia seguinte, o leite, a 4°C, foi acidificado a pH 5,6 com
solugdo de acido acético glacial a 50% (Chemco®). Apos o ajuste do pH, o leite foi

aquecido a 41°C e transferido para um tanque de fabricagdo (Marca ICMA®). A
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temperatura de 41°C foi mantida por circulagdo de 4gua quente na camisa do tanque. 200
ppm de cloreto de célcio (Merck®) foram adicionados ao leite. O coagulante usado foi a
quimosina obtida por fermenta¢do (Chymax®, Chr. Hansen), verificado o ponto de corte, o
mesmo foi realizado com agitagdo da coalhada por 3 minutos, deixou-se a coalhada em
repouso por 5 minutos, findo os quais, iniciou-se a dessoragem. A massa foi entdo cortada e
agitada por 10 minutos, mantendo-se a temperatura a 41°C. A salga foi efetuada na massa
(3% sal do peso da massa, p/p) em duas aplicagdes, agitando-se durante 1 minuto para
incorporagdo do sal, com 3 minutos de intervalo entre as duas aplicagdes. Durante a salga, a
temperatura da massa foi mantida a 41°C. A filagem foi realizada manualmente, sendo
80°C a temperatura da agua de filagem e 57°C a temperatura interna média da massa. O
queijo foi resfriado em agua gelada por 1 hora, tendo permanecido, durante a noite, em
camara fria, para secagem, € no dia seguinte foi embalado a vacuo. Os queijos foram

numerados e depois sorteados para as analises de composigdo e funcionalidade.

2.2 Preparo de amostras

De cada peca de queijo, tomada aleatoriamente, retirou-se uma fatia de mais ou
menos lcm das laterais, parte superior e inferior, que foram desprezadas. A outra parte foi
cortada em cubos pequenos e triturada em multiprocessador até a obtengdo de particulas de
tamanho entre 2-3 mm. O material assim obtido foi homogeneizado manualmente e
acondicionado em frascos plasticos, sem espago livre. As amostras foram mantidas sob
refrigeragdo (4-8°C) até o momento das analises. No 5% 12° 19° 26° e 33° dia de
estocagem refrigerada, os queijos previamente sorteados foram submetidos ao
procedimento de amostragem e preparagdo para as analises de funcionalidade (perfil de

textura, formag@o de dleo livre e capacidade de derretimento).

2.3 Propriedades funcionais

A textura da Mussarela foi avaliada através da Analise de Perfil de Textura (TPA)
segundo, em quintuplicata, usando o texturdmetro TAXT; Stable Micro Systems® (6, 7). O

equipamento foi operado pelo programa Texture Expert®. O derretimento do queijo foi
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medido em sextuplicata pelo teste de Schreiber, descrito por KOSIKOWSKI & MISTRY
(4). A formagéo de dleo livre foi avaliada pelo método de Gerber modificado, em triplicata,
conforme KINDSTEDT & FOX (8). Todos esses testes foram realizados para cada

concentragido de quimosina, em cada tempo de armazenamento refrigerado.

2.4 Planejamento experimental e andlise estatistica dos resultados

O delineamento experimental foi do tipo aleatorizado em blocos. O fator estudado
foi a concentragao de coagulante (A), utilizado nos niveis de 0,02; 0,05 e 0,10 mg/kg de
leite. Os resultados de composi¢do foram analisados através de Analise de Varidncia,
utilizando-se o teste de Duncan para verificar diferengas entre as médias. Para a avaliagdo
das propriedades funcionais (capacidade de derretimento, formag@o de oleo livre e perfil de
textura TPA (dureza, elasticidade e coesividade)) foi adotado um delineamento do tipo
"split-plot", sendo que a subparcela foi obtida pela incorporacdo do fator tempo de
armazenamento refrigerado (B), conforme Tabela 1. As analises foram realizadas nos dias
5, 12, 19, 26 e 33 de armazenamento refrigerado. O teste F-ANOVA foi usado para
verificar as diferengas entre tratamentos, tempo de armazenamento refrigerado e a interagao
tempo versus tratamento. Foi utilizado o teste de Duncan de comparagdo multipla para
agrupar tratamento e/ou tempo com médias cujas diferencas ndo foram estatisticamente

significativas.

Tabela 1: Modelo estatistico usado para analise dos dados

Fatores GL' Analisado como
Concentragdo do coagulante 2 Classificagao

Erro (a)

Tempo (B) - Quantitativo

Interagdo (A) x (B) 8 Classifica¢do x Quantitativo
Erro (b) 24

'Graus de liberdade

7]




3 Resultados e discussio

3.1 Perfil de Textura do queijo ndo derretido

A dureza TPA foi significativamente afetada pela concentragdo de quimosina
(p<0,01) e pelo tempo de estocagem (p<0,01); também foi observada a interagdo
concentra¢do de quimosina * tempo de estocagem (p<0,01) (Tabela 2). Os valores de
dureza TPA apresentados pelos queijos foram inversamente proporcionais a concentragao
de quimosina empregada. Todos os queijos apresentaram diminuigdo da dureza com o
tempo de armazenamento em fungao do aumento da proteolise. Conforme mostra a Fig. 1A,
em queijos com menor concentragdo de quimosina a taxa de diminui¢do da dureza com o
tempo foi mais lenta. A proteolise da fragdo o.s).caseina no queijo Mussarela resultou da
acdo da quimosina residual, que ndo foi completamente inativada durante o aquecimento e
filagem da massa. O desdobramento da os; em o.q.-caseina pela agdo do quimosina
ocasionou o enfraquecimento da matriz protéica, que foi responsavel pelo amaciamento do
queijo durante o periodo de estocagem. Quanto maior a concentragdo de quimosina usada,
maior foi a diminui¢do da dureza, provavelmente em fungdo da maior quantidade de
quimosina retida na massa. Esse amaciamento também foi encontrado por outros
pesquisadores, (9, 10 e 11) observaram diminui¢do da dureza TPA em queijos Mussarela
fabricados por acidificagdo direta, e atribuiram o fato a incorporago de agua livre pelas

proteinas do queijo, aliada & diminuigao da quantidade de o.s;-caseina intacta.

A Fig. 1B e 1C mostram a influéncia da concentragdo de quimosina nos parametros
elasticidade e coesividade TPA, respectivamente, para o queijo Mussarela feito por
acidificagdo direta. Em todos os queijos, a elasticidade (p<0,08) e a coesividade (p<0,09)
ndo foram influenciadas significativamente pelas diferentes concentragdes de quimosina e
pelo tempo de armazenamento (Tabela 2). Observou-se que os queijos apresentaram boa
elasticidade e coesividade ja a partir da primeira semana, e mantiveram-se praticamente

inalterados durante o tempo de estocagem.
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Fig. 1: Influéncia da concentragao de quimosina no Perfil de Textura, dureza
(A), elasticidade (B) e coesividade (C) do queijo Mussarela feito por
acidificagio direta com 0,02(e); 0,05(%) e 0,10(a) mg de quimosina/kg
de leite, durante 33 dias de estocagem refrigerada a 4°C.



3.2 Propriedades funcionais do queijo derretido (derretimento e dleo livre)

Todos os queijos apresentaram elevada capacidade de derretimento, quando
comparados com valores de queijo Mussarela fabricado pela técnica tradicional, como os
obtidos por YUN ef al. (12). Isso pode estar associado ao menor pH em que ocorreu a
coagulagdo (5,6), que favorece uma maior retengdo de quimosina na massa, resultando em
maior extensdo de protedlise durante o armazenamento e conseqientemente, maior
derretimento do queijo. A concentragdo de quimosina (p<0,01) e o tempo de
armazenamento refrigerado (p<0,01) afetaram o derretimento do queijo. O termo de
interagdo da concentragdo de quimosina x tempo de estocagem foi significativo
estatisticamente (p<0,01) (Tabela 2). Houve aumento da capacidade de derretimento do
queijo com o aumento da concentragdo de quimosina e com o tempo de armazenamento,
porém o comportamento dos queijos fabricados com maior concentragdo de quimosina
diferem bastante daqueles com menor concentragdo do coagulante. Os queijos fabricados
com 0,10 mg de quimosina/kg de leite apresentaram um aumento da capacidade de
derretimento mais pronunciado com o tempo. Queijos fabricados com as menores
concentragdes de coagulante (0,02 e 0,05 mg/kg de leite) mantiveram praticamente
inalterada a capacidade de derretimento com o tempo de armazenamento refrigerado,
conforme mostra a Fig. 2A. Isso provavelmente esta ligado a quantidade de quimosina
residual ativa no queijo. Para os queijos fabricados com 0,02 e 0,05 mg de quimosina’kg de
leite, a protedlise ndo resultou em grandes variagdes na capacidade derretimento. Portanto,
a capacidade de derretimento dos queijos ja esta definida ao final da fabricagdo, ndo
havendo necessidade do periodo de estabilizagdo para o uso do queijo em pizza, como
ocorre com a Mussarela feita com fermento. Isso indica que para a Mussarela por
acidificagdo direta fabricada com essas concentragdes de quimosina (0,02 e 0,05 mg/kg de
leite), qualquer manipulagdo da capacidade de derretimento deve ser obtida pela
modificacio no teor de umidade e/ ou gordura do queijo.

A extensdo de protedlise tem sido correlacionada positivamente com o aumento da
capacidade de derretimento da Mussarela fabricada com fermento (13, 14). Durante o
derretimento, a fase solida do queijo se liquefaz, as moléculas de proteina se reorientam e
os glébulos de gordura coalescem e fluem quando a matriz protéica se colapsa (15). Assim,

qualquer tratamento que afete a estrutura da proteina e a distribui¢do de gordura pode afetar
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a capacidade de derretimento. Segundo OBERG et al. (16), uma boa estruturagio da matriz
protéica tem efeito inversamente proporcional na capacidade de derretimento dos queijos.
Provavelmente, a estrutura mais fragil da matriz protéica da Mussarela feita por
acidificagao direta explique a elevada capacidade de derretimento encontrada no queijo

fresco, encontrada para todas as concentragdes de quimosina no presente estudo.

A Figura 2B mostra a formagdo de oleo livre dos queijos para as diferentes
concentragdes de quimosina em funcdo do tempo de estocagem. Houve diferenca
significativa para a concentragdo de quimosina (p<0,01) e para o tempo (p<0,01), sendo
também verificada interagdo concentragdo de quimosina * tempo de estocagem (p<0,01)
(Tabela 2). Houve aumento da formag&o de dleo livre com o aumento da concentragdo de
coagulante, provavelmente em fungéo da maior retengdo de quimosina na massa €, portanto
maior extensdo de proteodlise (17). Esse aumento da liberagdo de Oleo também foi
observado com o tempo de armazenagem refrigerada dos queijos. O aumento da proteodlise
do queijo com a concentragdo de quimosina e com o tempo de armazenamento causou a
desestruturacdo da matriz de caseina, que atua como uma barreira fisica, evitando a
coalescéncia dos globulos de gordura. PAQUET & KALAB (15) e KIELY et al. (18)
mostraram evidéncias de que os gldébulos de gordura proximos se aglomeram apds o
colapso da matriz de paracaseina durante o aquecimento. Todos os queijos apresentaram
liberagdo de dleo superior a de queijos feitos pela técnica tradicional (12). No processo de
acidificagdo direta, o efeito da agdo quelante do acido sobre a caseina pode ter modificado

sua capacidade de emulsificagdo de gordura, resultando em maior formagdo de Oleo livre.
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Fig. 2: Influéncia da concentragdo de quimosina no derretimento (A) e 6leo livre
(B) do queijo Mussarela feito por acidificagido direta com 0,02 (e); 0,05
(®) € 0,10 (a) mg de quimosina’/kg de leite durante 33 dias de estocagem
refrigerada a 4°C.



3.4 Protedlise e funcionalidade
A extensdo da protedlise no queijo, medida pelo teor de nitrogénio solavel (NS) em

pH 4,6, foi significativamente afetada pela quantidade de quimosina durante a estocagem
refrigerada, conforme mostram OLIVEIRA & VIOTTO (17), existindo uma relagdo direta
entre os teores de NS e as concentragdes de quimosina empregadas. As propriedades
funcionais, particularmente a dureza TPA, derretimento e Oleo livre, foram
significativamente influenciadas pela concentragdo de quimosina.
3.5 Significado pratico

O queijo Mussarela é usualmente estocado em temperatura de refrigerag@o por uma
a trés semanas antes de ser usado como ingrediente em pizza ou em outros alimentos
preparados. Esse periodo, chamado de estabilizagdo da Mussarela, € necessario para que 0
queijo possa apresentar as propriedades funcionais desejaveis. No presente estudo, a
Mussarela feita por acidificagdo direta apresentou boas caracteristicas de derretimento e
formagdo de oleo livre ja a partir do 5% dia, bem como ja apresentou boa coesividade,
elasticidade e dureza TPA, qualificando-se para ser cortado, fatiado ou moido. O queijo
obtido apresentou boas propriedades funcionais para uso em pizzas, j a partir da primeira
semana, dispensando assim, o periodo de estabilizago. Isso representa diminui¢do de
custos com estocagem, maior agilidade na circulagio do capital empatado, eliminagdo de
gastos com cultura lactica, aliada também a real possibilidade de redugdo da quantidade de
quimosina empregada no processo de coagulagéo. Portanto, a produgdo de Mussarela por
acidificacdo direta, com quantidade reduzida de quimosina, mostrou-se uma alternativa

viavel, econdmica e tecnologicamente, ao processo tradicional.

4 Conclusdes
A diminuicdo da concentragdo de coagulante resultou em diminui¢do da dureza

TPA e da capacidade de derretimento e formagdo de 6leo livre. Essas mudangas na textura
e propriedades funcionais foram significativamente afetadas pelo tempo de armazenamento
refrigerado. Houve diminuigdo da dureza TPA e aumento do derretimento e oleo livre com
transcorrer do tempo. As diferencas encontradas nas propriedades funcionais dos queijos
durante a estocagem foram relacionadas & quimosina residual no queijo e aos diferentes
indices de protedlise causados pelas diferentes concentragdes de quimosina.
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