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RESUMO.

Avaliou-se o efeito do emprego de trés tipos de coalho (bovino, de
vitelo e obtido por fermentagdo com Aspergillus niger var. awamori,
modificado geneticamente) na fabricacdo de queijos tipo Prato, submetidos a
dois niveis de salga (em salmoura a 16°Be, por 3 e 6 horas) e maturados por

6, 36 e 66 dias (a 12°C e 90% de UR).

Nédo foram detectadas diferengas significativas para as porcentagens de
transigdo de gordura nos tratamentos nos quais foram empregados os coalhos de
vitelo e o produzido por fermentacdo (87,35%). Por outro lado, este valor foi
superior aquele do tratamento com coalho bovino (85,55%), sendo as diferencgas

entre tratamentos significativas ao nivel de p<0,25.

Com relagdo a transigio de sélidos totais do leite para o queijo, o
maior valor obtido foi com o tratamento com o coalho de vitelo (50,20%),
seguindo-se o coalho obtido por fermentagso (49,48%) e o bovino (49,01%). As

diferencas destes tratamentos foram significativas ao nivel de p<0,25.

O rendimento, em termos de g de sdlidos totais (ST) por litro de leite,
foli maior com o coalho de vitelo (64,67); para os tratamentos com o coalho
obtido por fermentacdo e com o bovino, estes valores foram de 64,13 e 63,53,

respectivamente, sendo as diferengas significativas a p<0,25.

Os teores de nitrogénio soluvel (NS) em pH 4,6 e de nitrogénio ndo
protéico (NNP), soluvel em &cido tricloroacético (TCA) 127%, aumentaram,
progressivamente, durante o processo de maturagdo, com a mesma tendéncia
sendo observada para o aminodcido tirosina. Ocorreu, por consequéncia, um
aumento dos indices de extensdo de maturagdo (NS/nitrogénio total), os quais,
em todos os tratamentos, aumentaram de 9% para cerca de 17%. Para os indices
de profundidade de maturacdo (NNP/nitrogénio total), o aumento médio foi de
4,5% para, aproximadamente, 9%, ndo se verificando diferengas significativas
entre os tratamentos (p<0,05). Os dados sugerem que n3o houve influéncia dos
teores de sal sobre estes 1indices, o que pode ser Jjustificado pela
similaridade dos valores de atividade de agua entre as diferentes amostras de

quei jos.
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O comportamento eletroforético (eletroforese em gel de poliacrilamida,
na presenga de uréia 7M -PAGE) das proteinas dos queijos com 6 e 66 dias
indicou que a fragdo B-caseina permaneceu sem degradagdo sensivel, enquanto
que a fragao as—caseina foi mais suscetivel a protedélise durante o processo
de maturacdo, dando origem a diversas sub-unidades protéicas, indicando
diferentes graus de degradagdo em fungdo dos diferentes coalhos empregados. O
menor nivel de protedlise ocorreu em queijos tratados com coalho obtido por
fermentagdo, sugerindo que a pepsina exerceu intensa agdo proteolitica

durante a maturacgdo.

A avaliacdo sensorial ndo indicou preferéncia dos provadores por nenhum

dos tipos de queijos elaborados com os diferentes coalhos (p<0,05).



SUMMARY .

Three different types of rennets (bovine, calf and fermentation-derived
from Aspergillus niger, var. awamori, genetically engineered) have been
evaluated for the manufacture of Prato cheese, salted at two levels (brine at
16° Be, for 3 and 6 hours) and ripened for 6, 36 and 66 days (12°C and 90%

relative moisture).

The evaluation of fat recovery (%) shows no significant differences
(p<0.25) for milk samples treated with calf and fermentation-derived rennets
(87.35%). However, this value was greater than the one obtained for bovine

rennet (85.55%) (significantly different at p<0.25).

The values for the recovery of total solids (TS) were 50.20%, 49.48%
and 49.01% for calf, fermentation-derived and bovine rennets, respectively.

There was significant differences among treatments (p<0.25).

Results from yield determinations (TS g/L of milk) show greater value
for calf rennet (64.67), followed by fermentation-derived (64.13) and bovine
rennets (63.53); these values were statistically different (p<0.25).

Water soluble (pH 4.6) and trichloroacetic acid (TCA) 12% soluble
nitrogen values increased gradually during ripening, as well as tyrosine
content. There were no significant differences among the treatments and salt
content did not seem to have played a role concerning the intensity of
protein breakdown during ripening (p<0.05). This is probably due to the

similarity observed in the Aw values of the cheeses.

The electrophoretic patterns revealed that B-casein was quite resistent
to breakdown during ripening, however asi-casein was extensively degraded and
the most intense degradation was found in cheeses manufactured with bovine
rennet. The least amount of breakdown was observed in cheeses made with
fermentation-derived rennet, indicating that pepsin may have played an

important role in proteolysis during ripening.
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Results from sensory evaluation indicated no differences among cheeses

made with different rennets (p<0.05).
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1. INTRODUCAO.

A fabricagdo de queijos desempenha papel importante na economia
brasileira , movimentando cerca de 1,4 bilhdo de ddlares anualmente. Em 1990,
0 Brasil produziu cerca de 350 mil toneladas de queijos , sendo que o queijo
Prato e as suas variedades corresponderam a 28% deste total. Um dos defeitos
mais comuns no queijo Prato é o desenvolvimento de gosto amargo. Trata-se de
um problema complexo , cujas origens estfo ligadas aos papéis desempenhados
pelo coalho e pelos fermentos laticos durante a maturacido (DESMAZEAUD &
GRIPON, 1977; STADHOUDERS & HUP, 1975). De acordo com GUIGOZ & SOLMS (1976),
o gosto amargo é decorrente da formagdo e actmulo de peptidios de baixo peso
molecular, com alto grau de hidrofobicidade. STEELE & UNLU (1992) e LEMIEUX &
SIMARD (1991) demonstraram a relagio entre a formagdo destes componentes
amargos e a degradagdo da B-caseina durante a maturacio. Esta caseina é ,
geralmente , muito resistente a protedlise. Entretanto , sob a influéncia de
diversos fatores , como a composigio do coalho (especialmente o teor de
pepsina bovina) e teores de sal e pHs baixos, a fragdo B da caseina pode ser
mais degradada , aumentando a incidéncia de gosto amargo no queijo (FOX,

1988).

Os coalhos produzidos no Brasil s3o processados & partir de estémagos
de bovinos adultos, e apresentam teores de pepsina bovina superiores a 80%
(coalho bovino) (RETTL et alii, 1992). Esta enzima é menos especifica e mais
proteolitica que a quimosina (EC 3.4.23.4), predominante no coalho de vitelo,
e, em condigSes favoraveis, pode hidrolisar excessivamente as fragdes de
caseina, promovendo perda de sélidos do leite para o soro, no momento da

coagulagdo, e amargor (VISSER, 1981).

O crescimento da produgdo mundial de queijos (cerca de 4% ao ano) e o
decréscimo da oferta de coalho de vitelo, tém resultado no aumento do preco
deste produto no mercado e, consequentemente, na busca de produtos
alternativos (VISSER, 1993). Técnicas avangadas de biotecnologia viabilizaram
a produgdo de um coalho composto por 100% de quimosina, obtido através de
fermentagdo por microrganismos transgénicos (HARBOE, 1992). O coalho obtido
por fermentagdo apresenta algumas vantagens, se comparado aos coalhos

tradicionais, incluindo pureza, oferta constante no mercado, custo reduzido e



elevada eficiéncia de rendimento (BARBANO & RASMUSSEN, 1992; TEUBER, 1990), e

€ hoje empregado em cerca de 60% dos laticinios americanos.

No Brasil, seu uso é ainda incipiente, e n3o existem referéncias de
estudos do seu desempenho na fabricagio de variedades brasileiras de quei jo.

Desta maneira, realizou-se o presente trabalho com os seguintes objetivos:

a. avaliar o efeito do uso deste coalho no rendimento da fabricacio;

b. estudar o comportamento da quimosina produzida por fermentacio
durante a maturagdo dos queijos e seu papel na protedlise das fracgdes de

caseina;

c. avaliar a eventual influéncia do coalho (100% de quimosina) na

diminuigdo da incidéncia de gosto amargo.



2. REVISAO.

2.1. O FENOMENO DA COAGULAGAO DO LEITE.

A funcdo primaria do coalho é iniciar a coagulagdo do leite. O
processo de coagulagdo inclue dois estagios: as fases primaria e secundaria.
Na primeira fase da coagulagdo ocorre a clivagem especifica do
glicomacropeptidio hidrofilico das moléculas de k-caseina (k-CN), localizadas
na periferia das micelas de caseina. Esta clivagem ocorre preferencialmente
no sitio Phel05-Met106 da k-caseina , altamente suscetivel a4 hidrélise por
proteinases Aacidas, resultando no aparecimento de para-k-caseina e
glicomacropeptidios (FOX, 1988). Na sua forma intacta, as micelas de caseina
sdo mantidas coloidalmente dispersas no leite por repulsdes de natureza
estérica e eletrostatica, envolvendo o glicomacropeptidio negativamente
carregado das moléculas de k-caseina. Quando esta barreira repulsiva é
retirada enzimaticamente com a remogdo do glicomacropeptidio, as micelas
tornam-se instaveis e, em temperatura adequada (*30°C), a para-k-caseina
comega a coagular-se sob a influéncia dos ions ca®* do meio (fase secundéaria

da coagulagdo) (VISSER, 1993).

A quimosina, principal componente enzimatico do coalho de vitelo, é uma
excelente enzima coagulante, e sua atividade é altamente especifica. Outras
enzimas proteoliticas empregadas como coagulantes, como as pepsinas e as
enzimas microbianas, também atuam na posicio Phel05-Met106 da k-caseina,
porém, com menor especificidade pelo substrato, o que pode ocasionar efeitos

indese javeis durante a maturagdo (VISSER, 1993).

2.2. COALHOS E COAGULANTES.

Define-se como coalho o extrato de abomaso de animais ruminantes, rico
em proteinases A&cidas, com atividade coagulante sobre o leite. As demais
proteinases de origens diferentes, capazes de coagular o leite sob condigdes

adequadas, sdo denominadas coagulantes.



Embora haja indicios do uso de proteinases vegetais como coagulantes
desde tempos pré-histéricos, as proteinases gastricas de vitelos, cabritos ou

cordeiros tém sido tradicionalmente usadas como coalhos (FOX, 1988).

O coalho extraido do abomaso de vitelos contém aproximadamente 80% de
quimosina e 20% de pepsina bovina. Nos coalhos extraidos de animais ja
adultos, esta proporgdo se inverte, sendo o teor de pepsina bovina superior a
80% e o de quimosina inferior a 20%. Quase a totalidade dos coalhos
utilizados no pais é extraida do abomaso de bovinos adultos e contém, em

geral, mais de 85% de pepsina bovina (RETTL et alii, 1992).

A agdo da quimosina sobre uma cadeia peptidica é semelhante a da
pepsina bovina, porém bem mais especifica. Uma série de publicac®es compara a
atividade proteolitica da quimosina & da pepsina. Na maioria destes
trabalhos, a quimosina é apontada como uma enzima menos proteolitica que a
pepsina (FOX, 1988 e VISSER, 1981), embora LAWRENCE et alii (1987) afirmem o
contrario. Além disto, a quimosina atua numa faixa mais ampla de pH. Sendo
assim, embora a experiéncia tenha demonstrado que o uso de coalhos com alto
teor de pepsina possa resultar em queijos de alta qualidade, o coalho mais

adequado a produgdo de queijos é o coalho de vitelo.

O crescimento da produgdo mundial de queijos (cerca de 4% ao ano) e o
decréscimo da oferta de coalho de vitelo, tém resultado no aumento do preco
deste produto no mercado e, consequentemente, na busca de possiveis produtos
alternativos (VISSER, 1993). Existe hoje um grande nUmero de substitutos
potenciais de coalhos, como os coagulantes de origem animal, microbiana e
vegetal. Contudo, a aplicagdo destas enzimas na coagulagdo do leite pode
resultar em inconvenientes, como a redugdo do rendimento da fabricacgédo
(decorrente da intensa atividade proteolitica destas enzimas) e o
aparecimento de defeitos de aroma e sabor (especialmente o gosto amargo).
Dentre os coagulantes disponiveis no mercado, apenas cinco tém sido
considerados razoavelmente aceitdveis para algumas variedades de queijos: a
pepsina suina e a avicola e as proteinases &acidas de Mucor miehei, M.

pusillus e Endothia parasitica (FOX, 1988).



A pepsina de aves é o menos adequado destes coagulantes, sendo
amplamente usado apenas em Israel e, numa menor extensio, na Checoslovaquia.
A pepsina suina é wuma protease muito acida, sensivel a pH>6,6, e pode ser
extensamente desnaturada durante o processamento do quelijo, contribuindo
pouco para a protedlise durante a maturacdo. Embora uma mistura 50:50 de
pepsina suina e quimosina dé geralmente resultados aceitaveis, a pepsina
suina tem estado fora de muitos mercados. No Brasil, este coagulante é pouco
usado, sendo empregado eventualmente na fabricagdo de queijos frescos. O uso
de enzimas coagulantes de origem microbiana ganhou espago nos ultimos anos.
Atualmente, s&o oferecidas no mercado enzimas obtidas de trés tipos
diferentes de fungos: Mucor miehei, M. pusillus e Endothia parasitica. As
proteinases destes mofos tém caracteristicas diferentes entre si, mas tém em
comum, se comparadas com os coalhos, atividade proteolitica mais acentuada.
As especificidades proteoliticas destes coagulantes sdo diferentes da
especificidade dos coalhos, mas a aceitagdio de muitas variedades de quei jos
feitos usando estes coagulantes tem sido razoavelmente boa. Os coagulantes
microbianos sdo largamente usados nos Estados Unidos, mas o coalho de vitelo

¢ sempre predominante na maioria dos paises europeus e na Nova Zelandia.

As enzimas vegetais tém sido pesquisadas ha mais tempo que as
microbianas, mas até o momento ndo se encontrou nenhuma que pudesse,
satisfatoriamente, substituir as de origem animal ou mesmo microbiana. Estas
enzimas vegetais tém uma atividade proteolitica acentuada em relacio ao seu
poder coagulante, e provocam defeitos na massa e gosto amargo ou anormal.
Chegou-se a usar, entre outras, a ficina, a bromelina e a papaina, com pouco

sucesso (RETTL et alii, 1992; FOX, 1988).

2.3. RENDIMENTO.

O rendimento na fabricagdo de queijos pode ser definido como a

quantidade de queijo com determinado teor de umidade, produzido a partir de

um peso fixo de leite, com um dado contetdo de gordura (KOSIKOWSKI, 1982a,b).

O elevado custo da produgdo de queijos e o aumento gradativo dos precos

das matérias-primas e de energia tém evidenciado a necessidade da otimizacio



do rendimento de produgdo na industria queijeira (BANKS et alii, 1981).
Pequenas diferencas de rendimento podem determinar a economicidade do

processo.

Segundo BANKS et alii (1981), os principais fatores que afetam o
rendimento do queijo s8o: a composigdo do leite, em especial a quantidade de
gordura e caseina; a porcentagem de transicdo dos constituintes do leite para
0 queijo e a quantidade de umidade retida no queijo. Outros autores, como VAN
SLYKE, BABCOCK e SHUTTLEWORTH (citados por EMMONS et alii, 1990) também
relacionam o rendimento do queijo & quantidade de gordura e caseina do
leite. Ainda podem ser citados como fatores que contribuem para o rendimento
do queijo a incorporagdo de sais insoluveis e proteinas soluveis, e a
concentracdo de sal (NaCl) adicionado & massa (KOSIKOWSKI, 1982a,b). Os
tratamentos térmico e mecidnico aplicados ao leite e ao coagulo, durante o

processamento, também influenciam de modo sensivel o rendimento.

Un método eficiente para estimar o rendimento da producido de queijos
baseia-se nas cifras de transigdo dos principais constituintes do leite para
o queijo (FURTADO & WOLFSCHOON-P, 1978). Estabelecendo-se indices ideais de
recuperagdo para gordura e caseina, é possivel fazer-se uma estimativa do
rendimento em queijo para uma determinada quantidade de 1leite cru. A
literatura sugere uma série de férmulas para estimativa de rendimento. A
eficiéncia da operagdo pode ser medida comparando-se os resultados de
produgdo com o rendimento teérico. A recuperagio de gordura e caseina pode
ser otimizada para o sistema, e o conteudo de umidade do queijo pode ser

manipulado pela alteragdo da tecnologia de processamento (PHELAN, 1981).

2.4. COALHO OBTIDO POR FERMENTAGAO.

A produgdo de quimosina por fermentacdo envolve avancados processos de
engenharia genética. Inicialmente, o RNA mensageiro (mRNA), contendo a
sequéncia de bases (ou gene) codificada para a producdo de proquimosina, é
isolado das células do abomaso de bezerros e transcrito, com o auxilio da
enzima transcriptase reversa, a DNA complementar (cDNA). O cDNA contém a

sequéncia de nucleotideos responsavel pela sequéncia correta de aminoacidos



da proquimosina, sem as sequéncias de introns presentes no DNA natural desta
enzima. A auséncia de introns possibilita a clonagem e expressdao do DNA por
bactérias e fungos. Uma vez determinada a sequéncia de bases do gene da
proquimosina, o cDNA pode ser obtido por sintese bioquimica (TEUBER, 1990;
STRYER, 1988).

O passo seguinte a obtengdo do cDNA é sua incorporagdo (clonagem) a um
vetor de express8o, por sua vez inserido em um microrganismo hospedeiro. Um
grande numero de plasmidios pode ser utilizado como vetor de expressao; a
escolha do vetor é definida pelo microrganismo empregado como hospedeiro.
Microrganismos como Escherichia coli K12, Kluyveromyces lactis e Aspergillus
niger var. awamori vém sendo utilizados como hospedeiros na producio
industrial de coalhos, embora varias outras espécies de bactérias (como
Bacillus subtilis, Lactococcus lactis) e fungos (como Saccharomyces

cerevisiae) prestem-se a este fim (TEUBER, 1990; FOX, 1988).

Especificamente no caso do coalho "Chymogen", o cDNA da proquimosina é
inserido no vetor de expressdo imediatamente depois da regifio codificada para
a glicoamilase do Aspergillus niger var. awamori. O vetor de expressio é
entdo incorporado, por transformagio, ao Aspergillus niger var. awamori, que
passa a integrar a unidade de expressdo ao seu genoma. A expressdo do cDNA da
proquimosina é controlada pelo sistema promotor/inibidor da glicoamilase.
Assim, a unidade de expressdo construida promove a expressdo e secrecdo do
complexo glicoamilase-proquimosina (HARBOE, 1992; TEUBER, 1990). A formacéo
de quimosina ocorre provavelmente por um mecanismo autocatalitico de ativacio
(FOLTMANN, 1987). Durante a fermentagdo, o complexo glicoamilase-proquimosina
€ totalmente processado a quimosina ativa, como consequéncia do pH

relativamente baixo do meio de fermentacgdo.

A produgdo de quimosina em escala industrial envolve um processo
fermentativo baseado em substratos de qualidade alimenticia, acompanhado por
procedimentos convencionais de fermentagio. Concluida a fermentacdo, as
células fungicas sdo inativadas no fermentador e a quimosina é recuperada do
fermentado por métodos convencionais de purificacido de proteinas, incluindo
tratamento acido (que assegura a degradagcdo de qualquer DNA residual),

cromatografia gasosa e ultrafiltracdo (HARBOE, 1992).



A quimosina produzida por fermentagdo é idéntica, quimica e
funcionalmente, a quimosina do coalho de vitelo. Quanto as propriedades
tecnolégicas, a atividade hidrolitica sobre a caseina, durante o processo de
coagulagdo, e a caracteristica e o grau de protedlise na maturacgao
(responsavel pelo desenvolvimento de sabor e textura no queijo) sdo
indistinguiveis nestas duas enzimas. Em relagdo aos parametros intrinsicos ao
processamento de queijos, como acidez, teor de calcio e temperatura,

novamente estas enzimas comportam-se de maneira similar.

Embora o coalho produzido por fermentacdo seja referido como idéntico
ao coalho de vitelo, existe entre eles diferengcas em trés pontos.
Primeiramente, o coalho obtido por fermentagdo é composto unicamente por
quimosina, enquanto o coalho de vitelo tradicional contém, além de enzimas,
estruturas protéicas sem atividade enzimatica. Em segundo lugar, o coalho de
vitelo tradicional é composto por trés enzimas: quimosina e pepsina bovina I
(gastricsina) e II, encontradas na proporcio aproximada de 80% de quimosina,
3% de gastricsina e 17% de pepsina bovina II (FERSHT, 1985; FOLTMANN, 1987;
ALAIS, 1984). A literatura recente tem relatado a importancia da pepsina
bovina para a correta maturagio do queijo. Alguns testes realizados com
quimosina produzida por fermentagdo tém confirmado esta afirmagdo. Como
consequéncia disto, tem sido desenvolvido um produto no qual a pepsina bovina
¢ adicionada a quimosina produzida por fermentagdo, com a intencio de se
obter um efeito mais préximo ao do coalho de vitelo na maturagdo de quei jos
(HARBOE, 1990). Um terceiro ponto a ser ressaltado refere-se ao tipo de
quimosina encontrado nestes dois coalhos. O coalho animal contém uma mistura
de quimosinas A, B e C na proporgdo aproximada de 30:55:15. Alguns animais
produzem a quimosina A, outros a quimosina B. A quimosina C é um produto da
degradagdo da quimosina A, e apresenta baixa atividade especifica (30% da
atividade especifica da quimosina A). As quimosinas A e B diferem entre si
por apenas um aminodcido. Esta Unica diferenga confere a quimosina A uma
atividade especifica de 15-20% mais alta que a da quimosina B, especialmente
a pHs mais baixos. Quanto a especificidade destas enzimas, supde-se que a
quimosina A seja ligeiramente, porém nio significativamente, mais especifica
que a quimosina B, embora n3o haja comprovagdo experimental para esta
supcsigdo. Por outro lado, a quimosina B é um produto mais estavel (HARBOE,

1992). No coalho obtido por fermentacgdo, ndo ocorre a mistura de mais de um



tipo de quimosina; ele é composto exclusivamente pelo tipo A ou B.

A produgdo de quimosinas por fermentagdo estad hoje num estagio
comercial. Experimentos com produgdo de queijos em larga escala tém
apresentado resultados satisfatérios. Um nuimero razoadvel de trabalhos
cientificos comparou o uso de coalhos tradicionais e obtidos por fermentacio
em diversas variedades de queijos. A utilizagdo do coalho produzido por
Kluyveromyces lactis foi testada nas variedades italianas Parmigiano
Reggiano, Grana Padano e Montasio. N&o foram observadas diferencas
significativas no rendimento, textura, aroma e sabor entre os queijos
elaborados com coalho de vitelo e obtido por fermentacdo (DISEGNA et alii,
1991; CORRADINI et alii, 1990). Trabalhos recentes avaliaram as
caracteristicas organolépticas, os niveis de nitrogénio soluvel e os
eletroforetogramas de queijos Cheddar maturados. N#o foram encontradas
diferencas significativas entre os queijos fabricados com os coalhos de
vitelo e de Kluyveromyces lactis (FOX, 1988). BROOME & HICKEY (1990) e HICKS
et alii (1988) reportaram resultados satisfatérios para queijos Cheddar
testados com quimosina produzida por Escherichia coli, comparados com quei jos
produzidos com coalho de vitelo. BROOME & HICKEY (1990) ndo evidenciaram
diferengas de consequéncias praticas na manufatura e nas analises
composicionais, microbiolégicas e de atividade proteolitica dos queijos, mas
observaram um aumento significativo (p<0.025) no rendimento e na atividade
residual do coalho nos queijos elaborados com coalho obtido por fermentacio.
Por outro lade, os resultados do trabalho realizado por BANKS (1992),
comparando os coalhos de vitelo e obtido por fermentacido, nic mostraram
diferenca significativa entre os tratamentos em termos de rendimento. BARBANO
& RASMUSSEN (1992) obtiveram resultados semelhantes num estudo comparativo da
utilizag8o de coalho bovino, de vitelo e produzido por Escherichia coli na
fabricagdo de queijo Cheddar. O trabalho concluiu que o rendimento foi
similar nas fabricagBes onde se empregou os coalhos de vitelo e produzido por
fermentagdo. Entretanto, o rendimento da fabricacido com coalho bovino foi

0.39% menor se comparado aos outros dois processos.

Queijos tipo Gouda foram elaborados com a utilizacdo de coalhos de
vitelo e produzido por Kluyveromyces lactis. Observou-se um comportamento de

coagulagdo ligeiramente diferente entre os tratamentos, devido & presenca de



pepsina bovina no coalho tradicional; porém, o rendimento, a composigao e a
prote6lise durante a maturagdo foram similares nos dois queijos (VAN DEN BERG
& KONING, 1990).

O desempenho do coalho obtido por fermentagdo tem sido testado em
provas de produgdo ainda em muitas outras variedades de queijos, como
Emmental, Appenzell, Edam, Tilsit, St Paulin, Camembert, Italico e Crescenza,
entre outros (PRAANING VAN DALEN, 1992).

2.5. MATURAGAO E PROTEOLISE EM QUEIJOS.

O processo de maturagio de queijos envolve uma série de eventos
quimicos, bioquimicos e microbiolégicos e, como resultado destes eventos, os
principais constituintes do queijo (proteinas , lipidios e lactose residual)
sao degradados a produtos primdrios e secundarios. Entre os produtos de
degradagdo isolados de muitas variedades de queijos maturados, est3o os

peptidios , aminoadcidos , tidéis e tioésteres (de proteinas) , acidos graxos ,

metilcetonas , lactonas e ésteres (de lipidios) , &cidos organicos (acido
latico , acético , propiénico) , diéxido de carbono , ésteres e alcoois (da
lactose). Nas combinagdes diretas , estes compostos sdo responsaveis pelo

"flavor" caracteristico de varios quei jos.

Enquanto a lipélise e a glicdlise sido criticas para algumas variedades

de queijos, como queijos azuis , variedades italianas duras e queijos tipo
Suisso , a protedlise é essencial a todas as variedades , especialmente
aquelas maturadas por bactérias internas e superficiais , nas quais é

provavelmente o principal evento bioquimico durante a maturacdo (VISSER,
1993). A protedlise contribue para a maturagdo do queijo de , pelo menos ,
quatro formas : (1) pela contribuigido direta em "flavor" ou "off flavor"
como, por exemplo , amargor , ou indiretamente via catabolismo de aminoacidos
a aminas , acidos , tidis , tioésteres , etc.; (2) pelo aumento da liberacio
de compostos com sabor durante a mastigagdo ; (3) alterando o pH, via
formacgdo de NH3 e (4) modificando a textura através da quebra da rede
protéica , aumento do pH e da ligagio de agua e formacdo de grupos amina e

carboxila.
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2.6. PAPEL DOS AGENTES PROTEOLITICOS EM QUEIJOS.

Quatro , e em algumas variedades cinco , agentes est3o envolvidos na
maturagdo do queijo : (1) coalho ou seu substituto ; (2) enzimas naturais do

leite (plasmina); (3) fermento bacteriano e suas enzimas |, que sdo liberadas

depois da lise das células ; (4) fermentos secundarios |, por exemplo |,
bactérias propiénicas , Brevibacterium linens leveduras , mofos
(Penicillium roqueforti e P. candidum) e suas enzimas |, que sdo de grande

importancia em algumas variedades , e (5) bactérias contaminantes , isto é ,
microrganismos que sobreviveram a pasteurizagio do leite ou ganharam acesso
ao leite pasteurizado ou ao codgulo durante a manufatura (FOX, 1988.) Apenas
cerca de 6% do coalho adicionado ao leite sfo retidos na massa (no caso de
queijos tipo Gouda, cerca de 10%, segundo VISSER, 1993.) A quantidade retida
¢ 1influenciada pelo tipo de coalho (algumas enzimas sio extensamente
desnaturadas durante a fabricagdo do queijo, como a pepsina suina), pelo pH
(que quando baixo favorece a retengio de quimosina , mas nio de pepsinas e
coagulantes microbianos, além de reduzir sua desnaturagdo) ; e pela
temperatura de cozimento. A plasmina, por sua vez, estd presente enm
quantidades significativas nas variedades de queijos que, durante seu
processamento, sofrem tratamentos térmicos mais intensos, e apresentam
valores mais elevados de pH durante a drenagem da massa. Em qualquer
variedade de queijo, as concentragdes das diferentes proteinases e peptidases
bacterianas dependem das culturas de fermento empregadas, da extensdo do seu

crescimento e lise, e do numero de bactérias contaminantes presentes.

O principal processo de proteélise que ocorre na maturacio de um quei jo
parece envolver a degradagdo inicial, relativamente limitada, da caseina pelo
coalho e pela plasmina. Os polipeptidios produzidos por esta degradacido sio
entdo decompostos a peptidios pequenos e aminodcidos pelo sistema

proteinase/peptidase das bactérias do fermento e contaminantes.

0 coalho desempenha um importante papel na degradacdo inicial da
as1—caseina, que em solugdo possui varias ligacdes suscetiveis a quimosina, a
hidrolise das quais é dependente do pH e da concentracdo de NaCl do quei jo.
As enzimas do coalho hidrolisam prontamente a asi-caseina em queijos tipo

Cheddar e holandeses (FOX,1988), embora a quimosina, particularmente, se ja
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pouco efetiva na protedlise de outras fragdes da caseina (FARKEY & FOX, 1990;
LAWRENCE et alii, 1987; DESMAZEAUD & GRIPON,1977). Dois fatores estio
envolvidos neste processo: a especificidade da enzima e a acessibilidade das
ligagbes peptidicas a enzima. A quimosina cliva predominantemente as ligagoes
nas quais estd@o presentes os aminodcidos leucina e fenilalanina, mas degrada
a as1 caseina no queijo mais extensamente que a B-caseina, cujas ligacSes
suscetiveis a agdo desta enzima estfo menos acessiveis. A B-caseina é muito
resistente a protedlise em queijos maturados por bactérias. Embora a
concentragdo de B-caseina nestes queijos diminua durante a maturacgdo, os
B-peptidios normalmente produzidos pelo coalho nio aparecem, sugerindo que a
plasmina e/ou proteinases bacterianas sejam as causadoras desta degradacio
(FOX, 1988). Na maioria das variedades de queijos, parte da B-caseina
permanece intacta ao final da maturagio, excetuando-se as variedades curadas

por mofos internos.

A Kk e a was2-caseina sdo proteinas que, por conterem cistina, possuem
ligagdes dissulfidicas determinando sua estrutura, o que pode explicar sua
insensibilidade ao ataque da quimosina. Desta forma, tanto a k-caseina quanto
a as2-caseina permanecem intactas em queijos maturados por bactérias (FOX,

1988; LAWRENCE et alii, 1987; WOLFSCHOON-P, 1983).

Em queijos contendo pouco ou nenhum coagulante residual, a plasmina
parece ser responsavel pela degradagdo inicial das caseinas. A plasmina é uma
enzima especifica para ligagdes peptidicas da extremidade C-terminal de
residuos lisina e arginina, particularmente na B e as2-caseina. A forte
susceptibilidade da as2 caseina tem sido relacionada com seu elevado conteudo

de residuos de lisina.

De maneira geral, os fermentos laticos empregados na fabricacio de
queijos ndo sdo capazes de degradar a as1 caseina. As proteinases dos
Lactococcus lactis var. lactis e L. lactis var. cremoris sdo, quase sem
excegdo, especificas para a B-caseina (WOLFSCHOON-P, 1983). Especula-se que

esta especificidade esteja relacionada ao alto teor de prolina das caseinas.

As proteinases de diferentes origens também agem sinergisticamente. Por

exemplo, os produtos da degradagio da B-caseina, liberados pelo coalho ou
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pela plasmina, s&8o decompostos pelos sistemas proteinase/peptidase do
fermento. As Dbactérias 1laticas contém até trés diferentes peptidases
especificas para prolina, das quais a mais importante é a
prolildipeptidilpeptidase. A presenga de aminopeptidase-P e peptidases
especificas para prolina em todas as trés espécies de Streptococci do grupo
N, parece permitir a hidrélise completa de todos os polipeptidios, derivados

da degradacdo primaria das caseinas, a aminoacidos (LAWRENCE et alii, 1987).

2.7. EFEITO DO TEOR DE SAL NA PROTEOLISE.

A atividade proteolitica das enzimas do fermento e do coalho &

fortemente influenciada pelo conteddo de sal no queijo.

0 sal interfere acentuadamente na atividade proteolitica das enzimas da
parede celular e intracelulares dos microrganismos do fermento (VISSER et
alii, 1983a), sendo capaz de influenciar a formagio/degradacdo de peptidios
amargos e de retardar o aparecimento de sabor amargo no queijo (STADHOUDERS

et alii, 1983).

0 crescimento de Lactococci ¢é marcadamente inibido a niveis de
sal/umidade superiores a 4,90%, o que leva a crer que o efeito do sal seja
mais especifico no fermento. LAWRENCE & GILLES (1969) mostraram que teores
elevados de sal/umidade reduzem a incidéncia de amargor em queijos produzidos
com fermentos "amargos". Este efeito se dad pela acgdo inibitéria do NaCl na
degradacdo da B-caseina pelas proteinases bacterianas e do coalho. EXTERKATE
(1983) confirmou o papel essencial do sal na degradacido de peptidios amargos
pelas enzimas do fermento. O sal pode agir na parede celular e nas estruturas
da membrana dos microrganismos do fermento, diminuindo a acessibilidade das
enzimas bacterianas, ou ter um efeito inibitério direto em varias enzimas

proteoliticas (VISSER et alii, 1983b).

De acordo com STADHOUDERS (1962), citado por LEMIEUX & SIMARD (1991), a
atividade do coalho é 6tima a pH 5,2 e concentracgdes de sal préximas a 3%,
decrescendo acentuadamente em concentracdes superiores a 5%. Até determinado

nivel, o sal exerce efeito estimulante na atividade do coalho, uma vez que
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aumenta a solubilidade da paracaseina, tornando o substrato diretamente

acessivel a enzima (LEMIEUX & SIMARD, 1991).

A quimosina degrada a asl—caseina mais extensamente que a PB-caseina.
Isto € uma consequéncia da influéncia da composigdo do queijo, especialmente
do nivel de NaCl, na conformagdo da proteina. A agregacio da B-caseina
induzida pelo sal e a consequente inacessibilidade das ligagSes da regiso
hidrofébica C-terminal, sensiveis a quimosina, s3o intensificadas pelo

aumento do teor de sal/umidade do queijo (FOX, 1989 ;LAWRENCE et alii, 1987).

NOOMEN (1978), citado por GRAPPIN et alii (1985), reportou uma pequena
degradagdo da B-caseina (10-20%) em queijos com 4% de sal/umidade, entre os
limites de pH de 4,85-5,75, sendo a hidrélise acentuada pelo aumento do pH.
Na auséncia de sal, mais de 40% da B caseina foram degradados (pH 5,0). bDE
JONG & pE GROOT MOSTERT (1977) sugeriram que baixas concentragdes de
sal/umidade (<3-4%) aumentam a hidrélise da B-caseina. Segundo FOX (1988), a
protedlise da p-caseina pela quimosina ou pepsina é significativamente

reduzida a 5%, e completamente inibida a 10% de NaCl.

O grau de protedlise da as{wmseina é maximo na presenga de 5-10% de
NaCl, de acordo com FOX (1988). NOOMEN (1978), citado por GRAPPIN (1985), e
STADHOUDERS (1962), citado por LEMIEUX & SIMARD (1991), afirmam que a
degradacido da asl—caseina (pH 5,2) é estimulada por um aumento gradativo do
teor de sal/umidade até o nivel 6timo de 4%, acima do qual o efeito passa a

ser de inibigédo.

Experimentos com queijos tipo Cheddar mostraram existir uma estreita
relagdo entre o baixo conteddo de sal/queijo e o aparecimento de um gosto
amargo caracteristico (TUCKEY & RUEHE, 1940). PHELAN et alii (1973)
trabalharam com queijos tipo Cheddar com elevado teor de umidade e
concentragdes de sal inferiores a 1,6%. Estas condicdes promoveram uma
extensa protedlise, causando gostos amargos e putridos. LAWRENCE & GILLES
(1969) e STADHOUDERS (1962), citado por LEMIEUX & SIMARD (1991), observaram
um decréscimo no amargor em queijos Cheddar com teores de sal superiores a

4,90%.
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THOMAS & PEARCE (1981) estudaram o efeito do teor de sal/umidade na
degradacao das asl e B-caseinas, em queijos Cheddar com um més de maturacio.
No tratamento com teor de sal/umidade de 4%, aproximadamente 5% da
asl—caseina e 30% da B-caseina permaneceram intactos. A mesma tendéncia foi
observada para o tratamento com 6% de sal/umidade, onde 30% da a e 80% da
B-caseina ndo foram hidrolisados, e para o tratamento com 8% de sal/umidade,

onde os respectivos valores foram de 60 e 95%.

Na variedade egipcia Kaskaval, MONEIB & SAFWAT (1972) reconheceram um
leve amargor no gosto de queijos com concentragdes de sal inferiores a 4%;
porém, este efeito nd3o se manifestou a niveis de sal entre 4-5%. Do mesmo
modo, os resultados de KELLER et alii (1974) com queijos tipo Mussarela,
sugeriram que o desenvolvimento de amargor poderia ser inibido pelo aumento

do conteudo de sal do quei jo.

A literatura confirma a tendéncia de reducdo de sabor amargo, por
influéncia do teor de sal, em queijos tipo Gouda. Também nestas variedades,
quanto maior o conteddo de sal, menor a intesidade de gosto amargo
(STADHOUDERS & HUP, 1975). Dos estudos de STADHOUDERS et alii (1983),
conclui-se que o efeito inibitério do sal na formagido de peptidios amargos,
supera seu efeito de mascarar gostos amargos. VISSER & DE GROOT-MOSTERT
(1977), citados por GRAPPIN et alii (1985), indicaram a presenca de produtos
da degradagdo da B-caseina em queijos Gouda (assépticos, isentos de fermento)
com 6 meses de maturagdo, quando elevadas quantidades de coalho foram
empregadas. Com quantidades normais de coalho, cerca de 60% da B-caseina

permaneceram intactos.

2.8. EXTENSAO E PROFUNDIDADE DE PROTEOLISE.

O uso da protebélise como um indice de maturacido é comumente adotado
para muitas variedades de queijos, e envolve a separacgio, quantificacdo e
caracterizagdo dos componentes nitrogenados do queijo durante a cura (FARKEY

& FOX, 1990).
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Os termos "extensdo" e "profundidade" de protedlise foram sugeridos por
BONDZYNSKI, citado por WOLFSCHOON-P (1983), em 1894. A extensdo da
proteblise, ou indice de maturagdo, caracteriza-se pela quantidade de
substancias nitrogenadas soluveis (NS), acumuladas durante o processo de

degradagdo de proteina, e expressas como porcentagem do nitrogénio total
(NT):
Extenséo= NSx 100

NT

A determinagdo analitica da extensio da proteélise é baseada na
precipitagdo 1isoelétrica (pH 4,6) da caseina em uma amostra diluida de
queijo, seguida pela quantificagido do nitrogénio soltvel através do método de
Kjeldahl. Segundo LE BARS et alii (1975), citados por DESMAZEAUD & GRIPON,
1977), 28% da fragdo soluvel a pH 4,6 é composta por peptidios com pesos
moleculares inferiores a 3000 Da; 50% por peptidios com pesos moleculares
entre 3000 e 5000 Da e 20% por peptidios com pesos moleculares superiores a
5000 Da.

A profundidade da protedlise abrange as substancias nitrogenadas de
baixo peso molecular (como aminoacidos, oligopeptidios, aminas, etc.),
acumuladas durante o processo. A profundidade pode ser quantificada pelo teor
de nitrogénio ndo protéico (NNP), solUvel em &cido tricloracético (TCA) a
12%, ou pela determinagdo direta dos aminodcidos produzidos e expressos como

percentual da proteina solavel total:

Profundidade= NNP x100 ou NNP x 100

NS NT

A agdo enzimatica do coalho extende-se por todo o periodo de maturacio
do queijo, produzindo peptidios de altos (e eventualmente baixos) pesos
moleculares, porém sem chegar a produgio de aminodcidos (WOLFSCHOON-P, 1983).
Em outras palavras, o coalho é responsavel pela producdo de grande parte do

nitrogénio soluvel em &4gua ou a pH 4,6 em queijos maturados, embora pouco
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nitrogénio soluavel em TCA seja resultante de sua acdo (FO0X,1988).
Experimentos com queijos tipo St. Paulin assépticos mostraram que a liberacio
de peptidios pela agdo exclusiva do coalho foi tdo efetiva que os valores de
nitrogénio soluvel obtidos foram comparaveis aqueles encontrados em queijos
St. Paulin convencionais (DESMAZEAUD & GRIPON, 1977). Isto equivale a dizer
que a extensdo da protedlise deve-se principalmente a agdo proteolitica do

coalho sobre as caseinas do quei jo.

As proteinases e peptidases do fermento latico atuam sobre os peptidios
liberados, principalmente, pelo coalho, produzindo aminodcidos e compostos de
baixo peso molecular. Logo, o indice de profundidade de protedlise
relaciona-se a atividade proteolitica do fermento na maturacio de queijos
(ARDO & MANSSON, 1990; DESMAZEAUD & GRIPON, 1977). JARRETT et alii (1982),
citados por FARKEY & FOX (1990), encontraram uma correlacio altamente
significativa (p<0,001) entre a idade e a intensidade de "flavor" em queijos

Cheddar e seu teor de nitrogénio soluvel em TCA.

2 9. GOSTO AMARGO EM QUEIJOS.

O gosto amargo em alimentos pode ser consequéncia da ocorréncia natural
de componentes amargos, ou resultante de reag¢des quimicas ocorridas durante o

processamento ou a estocagem do produto.

O amargor € um defeito que ocorre com muita frequéncia em queijos tipo
Cheddar e Gouda, decorrente do acumulo de peptidios de gosto amargo, formados
pela ac¢do de enzimas proteoliticas sobre a caseina (STADHOUDERS & HUP, 1975).
Os peptidios amargos tém propriedades quimicas especiais que possibilitam sua
interagdo com os botdes gustativos da regido posterior da lingua, causando a
sensagdo de amargor. Segundo OKAI (1977), citado por LEMIEUX & SIMARD (1991),
os peptidios amargos possuem dois sitios determinantes de gosto amargo,
capazes de se ligarem aos receptores da lingua. O residuo hidrofébico de um
peptidio age como um primeiro sitio de ligagio, e, na presenca de um segundo
sitio, chamade sitio de estimulo, o gosto amargo é detectado. A concentracdo

de peptidios amargos no queijo precisa exceder um determinado nivel de

"threshold", acima do qual o amargor é perceptivel.
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Aceita-se hoje que o gosto amargo em queijos, produzido durante a
hidrélise enzimatica da caseina, deve-se a tipos particulares de peptidios. O
amargor de peptidios de baixo peso molecular é causado pela propriedade de
hidrofobicidade das cadeias laterais de seus aminoadcidos, e pode ser predito
pela lei proposta por NEY (1971), citado por GUIGOZ & SOLMS (1976), que
sugere uma relagdo semi-quantitativa (chamada hipoétese-Q) entre a composicgdo
de aminodcidos de um peptidio e seu amargor. Segundo esta lei, todos os
peptidios com hidrofobicidades médias (soma da hidrofobicidade do peptidio
dividida pelo numero de residuos de aminoacidos) altas, iguais ou superiores
a 1400 cal/residuo, tém gosto amargo. A sequéncia de aminodcidos num peptidio
ndo tem influéncia sobre o gosto amargo, embora a natureza dos aminoacidos
terminais e seus parametros estéricos tenham alguma importancia na

intensidade de amargor (NEY, 1979).

A intensa degradagdo da caseina a peptidios de baixo peso molecular (de
aproximadamente 1400 Da) pode ocasionar amargor (BIEDE & HAMMOND, 1979;
MATOBA & HATA, 1972).

Embora a andlise das sequéncias de aminodcidos das fragdes da caseina
revelem a existéncia de muitos fragmentos hidrofébicos que, expostos por uma
hidrélise, poderiam provocar amargor, a identificagio de peptidios amargos
(isolados da caseina integral e de queijos) tem mostrado que estes se
originam principalmente das os1 e P-caseinas. Estas duas fracdes possuem
hidrofobicidades médias elevadas (1170 e 1330 cal/residuo para a ost e a
B-caseina, respectivamente) e, portanto, sio fontes potenciais de fragmentos
amargos. A porgdo C-terminal da B-caseina tem um gosto extremamente amargo
(VISSER et alii, 1983b), e é apontada como a principal fonte de peptidios
amargos no queijo Gouda (VISSER et alii, 1983b,c). Até agora, nio existe
qualquer referéncia da identificagdo de produtos amargos, decorrentes da
degradagdo da k-caseina, em queijos, ainda que VISSER et alii (1975) tenham
reportado que o coalho e a quimosina purificada poderiam gerar peptidios

amargos a partir da para-k-caseina.
Os principais fatores que influenciam o desenvolvimento de gosto amargo

em queljos sdo a proliferagido bacteriana no tanque de processamento, e o tipo

e quantidade de fermento e coalho empregados na fabricacido (LEMIEUX & SIMARD,
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1991). Os peptidios amargos sdo liberados das moléculas de caseina pela acgédo
das proteinases do fermento e do coalho, além da contribuicio das peptidases
bacterianas, que podem reduzir o tamanho de peptidios inicialmente muito
grandes para provocarem amargor. A fB-caseina é apontada como a principal
fonte de peptidios amargos produzidos pelas proteinases presentes na parede
celular das bactérias do fermento (EXTERKATE, 1976), enquanto a quimosina
(coalho) pode produzir peptidios amargos de todas as fragdes da caseina
(EXTERKATE, 1983).

O nivel final de amargor num queijo deve ser determinado
considerando-se a relagdo entre a formagio de peptidios amargos e a
degradagdo destes a produtos nio amargos (STADHOUDERS & HUP, 1975). Os
peptidios amargos produzidos pela agdo do coalho ou das proteinases da parede
celular de determinadas bactérias do fermento, podem ser degradados pela acgéo
das enzimas da membrana citoplasmitica das células bacterianas, combinadas ou

ndo a enzimas citoplasmaticas (LEMIEUX & SIMARD, 1991).

Fermentos laticos "ndo amargos" apresentam baixa atividade proteolitica
e, consequentemente, degradam peptidios de alto peso molecular (inclusive a
B-caseina) mais lentamente que os fermentos "amargos". Além disto, nos
fermentos "ndo amargos" a atividade de peptidase é mais intensa, o que os
capacita a hidrolisar peptidios amargos produzidos pela protedlise. JAGO
(1962), citado por LEMIEUX & SIMARD (1991), sugeriu que o amargor em queijos
poderia resultar da formagdo do acido carboxilico pirrolidona na extremidade
N-terminal de um peptidio hidrofébico, derivado da protedlise da caseina.
Mais tarde, especulou-se que a presenga de uma peptidase carboxil pirrolidona
nos fermentos "ndo amargos", e sua auséncia nas "amargos", seria a diferenca
critica entre estes fermentos em relagio a capacidade de degradacio de

peptidios amargos.

O coalho, por sua vez, também desempenha um papel importante no
desenvolvimento de amargor em queijos. Alguns peptidios produzidos pelo
coalho s8o suficientemente pequenos para influenciar diretamente o gosto.
Infelizmente , alguns destes peptidios s3do amargos e a protedlise excessiva,
decorrente, por exemplo, do excesso de coalho ou do uso de coalhos muito

proteoliticos, ou ainda, de condi¢des ambientais inadequadas, como umidade
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elevada ou baixos teores de NaCl , resultam em amargor. Além disto, os
peptidios produzidos pelo coalho servem como substrato para proteinases e
peptidases microbianas , que produzem peptidios pequenos e aminoacidos,
formadores de "flavor" e amargor em queijos maturados (FOX, 1988). A partir
de experimentos com queijos tipo Gouda produzidos assepticamente, VISSER
(1977) demonstrou que o coalho tem, como fator isolado, potencial para
produzir peptidios amargos. STADHOUDERS & HUP (1975) observaram que a menor
retengdo de coalho na massa de queijos tipo Gouda diminuiu a intensidade de

gosto amargo nos quei jos maturados.
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3.MATERIAL E METODOS.

Foram avaliados trés tipos de coalho (bovino, de vitelo e obtido por
fermentag8o) e dois niveis de intensidade de salga, na fabricagio de queijo
Prato. O experimento foi conduzido em trés dias consecutivos. A cada dia,
seis lotes de queijos eram fabricados simultaneamente, aplicando-se os trés
tratamentos (tipos de coalho) e os dois subtratamentos (tempo de salga) a

mesma matéria-prima.

Cada lote de queijo, resultante dos trés dias consecutivos de producio,
foi dividido em sub-lotes, por sua vez submetidos a trés diferentes periodos
de maturagdo (6, 36 e 66 dias).

3.1. Matérias-primas.
3.1.1. Leite

0O leite wusado na fabricagdo do queijo Prato foi fornecido pelo
Instituto de Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, Minas Gerais.

3.1.2. Fermento:

O fermento empregado neste estudo foi o DVS, tipo "0", n° 703, (HA-LA
do Brasil Chr. Hansen’s Ind. e Com. Ltda). Trata-se de um fermento mesofilico
homofermentativo, composto por miltiplas cepas e maltiplas cepas mistas de
Lactococcus lactis ssp. lactis e L. lactis ssp. cremoris.

3.1.3. Coalhos:

Foram utilizados no presente trabalho trés tipos de coalhos (HA-LA do

Brasil Chr. Hansen’s Ind. e Com. Ltda.):

21



- Coalho bovino, obtido a partir do abomaso de bovinos adultos,
composto por aproximadamente 20% de quimosina e 80% de pepsina bovina, além

de cloreto de sédio.

- Coalho de vitelo, obtido do abomaso de bovinos lactentes, composto
por aproximadamente 90% de quimosina e 10% de pepsina bovina, e cloreto de

sédio .

- Coalho, produzido por fermentacdo pelo Aspergillus niger var. awamori
modificado geneticamente, composto por 100% de quimosina tipo B e cloreto de

sédio.

3.2. Determinacdo da atividade coagulante dos coalhos.

Para a determinacdo da atividade coagulante, utilizou-se a metodologia
sugerida por WOLFSCHOON-P. (1980). 100 mg das amostras de coalho foram
diluidas em 100mL de &gua destilada (sol. A). S5 mL destas solugdes foram
adicionados, sob agitagdo constante, a 100 mL de leite desengordurado,
reconstituido a 9%. O leite adicionado de coalho foi mantido a 35°C, sob
agitagdo lenta e continua, até ser observado o inicio do aparecimento de
grumos finos. O tempo decorrido entre a aplicagdo do coalho e a floculagdo

inicial foi aplicado a férmula para o calculo da forga do coalho:

Vx 2.400.000
CxT

FC =

onde FC = Forga do coalho.
V = Volume de leite usado.
C = mg de coalho contidos em 5 mL da sol. A.
T = tempo (min) entre a adigdo do coalho e a floculagdo inicial.
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3.3. Tratamento do leite.

Os leites wutilizados na fabricagdo dos queijos, nos trés dias de
processamento, foram pasteurizados a 73°C por 15 segundos e padronizados

quanto ao teor de gordura.

3.4. Fabricagdo dos quei jos.

0 processamento descrito a seguir foi repetido durante os trés dias de

fabricacao:

300 kg de leite pasteurizado e resfriado a 34°C, foram pesados e
divididos em trés tanques de processamento (com 100 kg de leite cada), aos
quais adicionou-se 300 ppm de CaClz, 80 ppm de urucum e 2% de fermento, sob
agitagdo constante. Apés 30 minutos de repouso para a pré-maturacdo do
fermento, a cada tanque foi adicionado um tipo de coalho (bovino, de vitelo e
obtido por fermentagdo), na proporgdo adequada para que a coagulacgdo se
completasse em 45 minutos. Atingindo-se o ponto de corte, determinado pela
verificagcdo da resisténcia do coagulo, efetuou-se o corte em pequenos grios
de 5 mm de aresta, com o auxilio de uma lira, mantendo-se a massa em repouso

por 5 minutos.

Procedeu-se entdo a uma agitagdo lenta e cuidadosa por 20 minutos,
seguida por uma dessoragem parcial da massa (retirou-se o volume de 30 L de
soro). A partir de entZo, iniciou-se o aquecimento gradativo da massa (com o
aumento de cerca de 1°C a cada 3 minutos) pela adigdo gradual de 20 L de &agua
quente, sob agitacdo constante, alcangando-se a temperatura de 42°C  em 25
minutos. Uma vez atingida a temperatura de 42°C, intensificou-se a agitagdo
da massa (por cerca de 30 minutos) até a obtencdo do ponto da massa
(verificado pela consisténcia dos grdos ), o que ocorreu aproximadamente 80

minutos apés o corte do coagulo.
Realizou-se a pré-prensagem da massa no tanque por 15 minutos

(aplicando-se uma pressio equivalente a cerca do dobro do peso da massa) e,

em seguida, a enformagem. Utilizou-se formas retangulares de 0,5 kg, com
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dessoradores, préprias para queijos Prato tipo Lanche. Os quei jos foram entéo

prensados em duas fases: na primeira, aplicou-se por 20 minutos uma pressao
2 s s . cos s

de 20 1b/pol”; os queijos foram virados, e iniciou-se a segunda fase da

prensagem, com uma pressdo de 30 lb/pol2 por 60 minutos.

Apés a prensagem, os queijos resultantes de cada tratamento foram
pesados e entdo divididos em dois lotes, salgados em salmoura (16°Bé) por
periodos de tempo diferentes (3 e 6 horas). Quando retirados da salmoura, os
queijos permaneceram secando por 24 horas (na prépria cémara de maturacdo) e
foram embalados a vacuo em embalagens plasticas impermeaveis termoencolhiveis

(CRYOVAC) .

Cada lote de queijo sofreu trés diferentes periodos de maturacido: 6, 36
e 66 dias, em camaras a 12°C e 90% de UR.

3.5. Analises fisico-quimicas do leite pasteurizado.

As analises fisico-quimicas foram efetuadas nos leites pasteurizados
utilizados em cada dia de experimento. As determinacdes foram feitas em
triplicata.

3.5.1. Acidez titulavel:

A acidez das amostras de leite foi medida utilizando-se o método de
titulagdo da acidez com hidréxido de sédio N/9 (solugdo Dornic), em presenca
do indicador fenolftaleina, como descrito por ATHERTON & NEWLANDER (1981).

3.5.2. pH:

As medidas de pH foram efetuadas utilizando-se um potenciémetro TECNAL

(modelo DMPH-2), previamente calibrado.
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3.5.3. Gordura:

O teor de gordura das amostras foi determinado pelo método de Gerber,
descrito por ATHERTON & NEWLANDER (1981). Utilizou-se para esta andlise uma
centrifuga do tipo Gerber da marca FANEM.

3.5.4. Sélidos totais:

A determinagdo dos teores de s6lidos totais (ST) das amostras de leite
foi feita pelo método de secagem em estufa a 105°C (estufa de secagem e
esterilizagdo, modelo 315-SE, FANEM), como descrito na secio 16.032 da
A.0.A.C. (1975).

3.5.5. Densidade:

A densidade das amostras foi determinada pela leitura direta em um
termolactodensimetro, corrigindo-se o efeito da temperatura, segundo o método
descrito na segdo das NORMAS ANALITICAS DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1976).

3.6. Analises fisico-quimicas do soro.

O soro foi amostrado durante a dessoragem parcial da massa, antes do

inicio do aquecimento por adigdo de agua, em todos os tratamentos.
As determinagdes de acidez titulavel, pH, gordura, sélidos totais e

densidade do soro foram feitas em triplicata, sequindo as metodologias

descritas nos itens 3.5.1., 3.5.2., 3.5.3., 3.5.4. e 3.5.5. deste capitulo.

3.7. Calculos das porcentagens de transicfo de gordura e sélidos totais do

leite para o soro.

As porcentagens de transigdo de gordura do leite para o soro foram
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obtidas da seguinte maneira:

a. o volume de leite empregado em cada processamento de queijo foi

calculado dividindo-se a massa do leite pela sua densidade;

b. o volume de gordura presente no leite foi obtido multiplicando-se o

volume pela porcentagem de gordura do leite;

c. a diferenga entre a massa do leite e a soma das massas dos queijos
obtidos a partir deste resultou na massa do soro. Dividindo-se a massa pela

densidade do soro obteve-se o volume do soro;

d. o volume de gordura presente no soro foi obtido pela multiplicacgdo

do volume de soro por sua porcentagem de gordura;

e. da relagdo entre o volume de gordura do soro e o volume de gordura

do leite calculou-se a porcentagem de perda de gordura no soro.

f. a porcentagem de transigio de gordura do leite para o queijo resulta

da diferenga (100% - porcentagem de perda de gordura).

Os calculos das porcentagens de transicido de sélidos totais do leite

para o soro, aplicados a todos os processamentos, sio os que se seguem:

a. multiplicando-se a massa do leite pela porcentagem de sélidos totais
obteve-se a massa de sélidos totais do leite; da mesma forma, a multiplicacéo
da massa do soro pela porcentagem de sélidos totais resultou na massa de

s6lidos totais do soro;
b. a porcentagem de perda de sb6lidos totais no soro foi calculada pela
relagdo entre a massa de sbélidos totais do soro e a massa de s6lidos totais

do leite;

c. a porcentagem de transigdo de sélidos totais do leite para o queijo

é o resultado da diferenga (100% - porcentagem de perda de sélidos totais).

26



3.8. Calculos de rendimento de fabricacéo.

Os rendimentos das fabricagdes, expressos em L de leite/kg de quei jo,
foram calculados pela divisfo do volume de leite empregado no processamento

pela soma da massa dos queijos obtidos.

Os rendimentos expressos em q de ST de queijo/L de leite foram obtidos

da seguinte maneira:

a. multiplicando-se a porcentagem de so6lidos totais do queijo por

1000g, obteve-se a massa (em g) de s6lidos totais em 1 kg de queijo;
b. a divisdo da massa de sbélidos totais/kg de queijo pelo volume de

leite necessario para a produgdo de 1 kg de queijo (rendimento em L de

leite/kg de queijo) resultou no rendimento em g de ST de queijo/L de leite.

3.9. Analises fisico-quimicas do quei jo.

As andlises de composigdo , assim como as determinacdes dos indices de

atividade de 4&gua (Aw), foram realizadas com amostras de queijos dos

diferentes tratamentos aos 6 dias de maturacio. Todas as determinacdes foram

feitas em triplicata.

3.9.1. Anadlises composicionais.

3.9.1.1. Gordura:

O teor de gordura das amostras de queijo foi determinado pelo método de

Gerber {utilizando-se uma centrifuga tipo Gerber da marca FANEM), como

descrito por KOSIKOWSKI (1977).
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3.9.1.2. Sb6lidos totais:

A determinagdo dos teores de sdlidos totais dos queijos baseou-se no
método de secagem em estufa a 105°C (estufa de secagem e esterilizacdo,

modelo 315-SE, FANEM), descrito na secgfio 16.217 da A.0.A.C. (1975).
3.9.1.3. Umidade:

A porcentagem de umidade das amostras de queijo foi calculada pela
diferenga (100% - porcentagem de sélidos totais do queijo).
3.9.1.4. Gordura no extrato seco:

Calculou-se a porcentagem de gordura no extrato seco (GES) dos quei jos,
multiplicando-se a massa média de gordura correspondente a 100g de quei jo por
100 (g de ST), e dividindo-se o valor resultante pela massa média de sélidos
totais referente a 100g de quei jo.
3.9.1.5. Nitrogénio total:

0 teor de nitrogénio total (NT) das amostras de queijo foil determinado
pelo método semimicro Kjeldahl (HILLER et alii, 1948). As amostras foram
digeridas em bloco aquecedor da marca SARGE, modelo 40-25, e destiladas em
equipamento TECNAL, modelo TE-036.
3.9.1.6. Proteina total:

A porcentagem de proteina total (PT) das amostras foi obtida

multiplicando-se os valores médios de porcentagem de nitrogénio total pelo

fator 6,38.
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3.9.1.7. Sal:

O teor de sal dos queijos foi determinado pelo teste de Volhard
modificado, descrito por KOSIKOWSKI (1977).
3.9.2. Atividade de agua:

A atividade de 4&gua (Aw) das amostras foi calculada pela férmula
proposta por ANTUNES (1992), utilizando-se o valor médio do teor de

sal/umidade do quei jo:

Aw = 1,0212 - (0,0123 x NaCl/100 gHZO)

3.9.3. Analises para acompanhamento do comportamento da protedlise.

As analises descritas a seguir foram realizadas a intervalos de 30 dias
(asos 6, 36 e 66 dias), durante a maturacdo dos queijos dos diferentes
tratamentos. Todas as determinagdes foram feitas em triplicata.
3.9.3.1. pH.

As medidas de pH das amostras de queijo foram efetuadas utilizando-se
um potencidémetro TECNAL, modelo DMPH-2, previamente calibrado.
3.9.3.2. Fracionamento do nitrogénio total.
3.9.3.2.1. Nitrogénio soluvel:

As amostras de queijo solubilizadas em citrato de sé6dio (0,5 M), foram
precipitadas pela adigdo de acido cloridrico (1,41 N), baixando-se o pH a

4,6. A filtragem desta mistura em papel de filtro WHATMAN n°42, resultou numa

solugdo limpida de citrato de sédio e &acido cloridrico, contendo a fracio
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hidrolisada da proteina do queijo, soltvel a pH 4,6. O nitrogénio presente

nesta solugdo denominou-se nitrogénio soluvel (NS) (VAKALERIS & PRICE, 1959).

3.9.3.2.2. Nitrogénio nio protéico:

As amostras de queijo solubilizadas em citrato de sédio (0,5 M), foram
precipitadas na presenga de 4cido tricloroacético (TCA) a 12%. O filtrado (em
papel de filtro WHATMAN n°42) obtido desta precipitagdo contém peptidios de
baixo peso molecular e aminodcidos. O nitrogénio presente nesta fragao

denominou-se de nitrogénio ndo protéico (NNP) (GRIPON et alii, 1975).

3.9.3.3. Determinagdo do nitrogénio soldivel e do nitrogénio nio protéico.

A determinagdo do nitrogénio soluvel e ndo protéico, presentes
respectivamente nas solugBes obtidas pelos fracionamentos descritos nos itens
3.9.3.2.1. e 3.9.3.2.2., foi realizada pelo método de semimicro-Kjeldahl,
descrito por HILLER et alii (1948).

3.9.3.4. Tirosina:

O teor de tirosina das amostras de queijo foi determinado pelo método

proposto por VAKALERIS & PRICE (1959).

Para cada tratamento, solugdes de queijo em citrato de sédio 0,5 M
foram precipitadas a pH 4,6, conforme descrito no item 3.9.3.2.1.; a fracgéo
soluvel obtida por este processo foi diluida (1:1) em &gua destilada e
submetida a leitura no espectrofotémetro BECKMAN DU-série 70, nos
comprimentos de onda de 270 e 290 nm. A concentracido de tirosina em mg/100 g

de queijo foi calculada pela seguinte férmula:
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Tyr = 906 (0,95 x A270 - 1,31 x A290)

onde:
A270 = medida da absorbancia lida a 270nm.
A290 = medida da absorbancia lida a 290nm.

3.10. Calculo dos indices de extensfo e profundidade da proteélise.

Os teores de nitrogénio soluvel e nitrogénio total, determinados
segundo as metodologias descritas nos itens 3.9.3.3. e 3.9.1.3.,
respectivamente, foram aplicados a férmula apresentada a seguir, que expressa
o indice de extensfo da proteélise:

Extensado = NSx 100

NT

O indice de profundidade de protedlise baseia-se no teor de nitrogénio
ndo protéico, determinado conforme descrito no item 3.9.3.3., expresso como

porcentagem do nitrogénio total:

NNP %100
NT

Profundidade =

3.11. Eletroforese.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE),na presenca de uréia (7M),
foi realizada segundo os procedimentos de DAVIS (1964) e MELACHOURIS (1969).
Tubos de vidro de 7,5 cm de comprimento com didmetro interno de 0,5 cm foram
lavados, sequencialmente, com detergente, acido cloridrico, &agua destilada e
Photo-Flo (0,5% p/v). Os tubos foram marcados a distancias de 6 e 7 cm das
extremidades. A eletroforese foi conduzida numa unidade BUCHLER INSTRUMENTS
(Fort Lee,N.J.,USA) com capacidade para 18 tubos e com circulagdo de agua, em
conjunto com uma fonte de voltagem constante. Os sistemas empregados foram:

1)"stacking gel" consistindo de 0,062 M TRIS-HCl, pH 6,7 e 4% de acrilamida e
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2) "resolving gel" com 0,380M TRIS-HCl, pH 8,9 e 9% de acrilamida. Nos dois
sistemas foram usados tetrametilenodiamina (TEMED) como catalisador e
persulfato de aménia (0,5% p/v) e N,N’ -metileno-bis-acrilamida para
polimerizagdo. Azul de bromofenol (1% p/v) foi usado como indicador do
movimento das proteinas. Os géis foram corados em Coomassie Blue G-250 (0,4%)
dissolvido em acido acético-metanol-agua (9:45:45) por 12 horas. A solucio
para descorar os géis consistiu de acido acético:metanol:4gua nas proporcdes
de 7,5:25:67,5. Apés remogdo do corante os géis foram preservados em solucdo
de acido acético a 7,5%. Todos os reagentes foram da marca SIGMA. A corrente
empregada foi de 1,0 mA por tubo durante a migragio no "stacking gel" e de
3,0 mA por tubo durante a migragio no "resolving gel". Os géis obtidos foram

fotografados para efeito de comparacio.

Utilizou-se um densitémetro a laser fabricado por PHARMACIA, modelo
LKB-ULTRASCAN XL, para quantificar as diversas entidades protéicas. Os
resultados obtidos no densitémetro representam as &4reas dos picos de cada
proteina, as quais s8o porcentagens da area total das proteinas das
diferentes amostras. As diversas entidades protéicas foram tentativamente
identificadas por comparacio com dados da literatura. As diferencas entre as
dreas dos picos (%) das fracdes as-caseina aos 6 e 66 dias sdo referidas como

porcentagens de decomposigido desta fracéo.

Preparo das amostras para eletroforese.

Amostras de 2 gramas de queijo cortado em pequenos pedacgos foram
desengorduradas com porg¢des de 20 mL de éter etilico. Apés a adicdo de éter
as amostras foram agitadas com bastdo de vidro e deixadas em repouso por 15
minutos. Este processo foi repetido por 4 vezes. O éter foi facilmente
decantado ao final de cada extragdo, ndo sendo necessaria filtracio. Apdés a
ultima extragdo as amostras foram deixadas sobre papel de filtro, em

condigBes ambiente, até completa evaporagio do solvente.
A proteina nas amostras desengorduradas foi dosada utilizando-se o

método colorimétrico de LOWRY et alii (1965). As amostras foram diluidas em

0,8 mL de agua destilada e 2,2 mL de "stacking gel buffer" (0,062M TRIS-HC1 -
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dissolveu-se 3,154 g de TRIS e 210 g de uréia em cerca de 450 mL de &gua
destilada; adicionou-se HCl até pH 6,7 e completou-se o volume para 500 mL).
Deixou~se em banho maria a 37°C por 1 hora. Retirou-se do banho e
adicionou-se 15 ul de B-mercaptoetanol. Recolocou-se no banho maria por mais
45 minutos. Adicionou-se uns poucos grdos de sacarose. A quantidade de
amostra aplicada em cada tubo foi calculada de tal modo que 10 ul desta

solugdo contivessem em torno de 120 ug de proteina.

3.12. Analise sensorial.

A avaliagdo sensorial dos queijos foi feita através de um teste de

aceitagdo, utilizando-se uma escala hedénica estruturada de 9 pontos.

Foram analisados os queijos produzidos com trés tipos de coalhos
(bovino, de vitelo e obtido por fermentagdo), submetidos a 6 horas de salga.
Em trés dias consecutivos, foram testados respectivamente os queijos
produzidos no 1°, 2° e 3° dias de processamento. Utilizou-se o modelo
experimental de blocos completos casualizados, aplicados a trinta provadores
ndo treinados. Os testes foram realizados em cabines individuais, sob luz
vermelha (para evitar a interferéncia da cor na avaliacdo). As amostras foram

apresentadas na forma de cubos de 1,5 cm de aresta, servidos em pires de

fundo preto codificados (a temperatura ambiente).

3.13. Analise estatistica.

O desenho experimental adotado foi o split-plot. Os tratamentos e
subtratamentos foram aplicados de forma aleatéria na fabricacdo dos quei jos;
isto se repetiu independentemente em trés dias distintos. Portanto, o

experimento foi replicado em blocos completos.

Dentre os dados correspondentes as andlises composicionais dos queijos
resultantes dos trés tratamentos (tipos de coalho) e dois subtratamentos
(intensidade de salga), maturados por 6 dias, analisou-se estatisticamente

aqueles referentes as determinagdes de gordura, sélidos totais, wumidade,
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nitrogénio total, proteina bruta e sal. Os dados referentes ao teor de
gordura no extrato seco e atividade de &gua sio o resultado de calculos que
empregam as médias dos valores obtidos experimentalmente e, portanto, como
valores médios, ndo possuem repetigio, o que inviabiliza sua analise

estatistica.

Foram analisados, pelo mesmo procedimento estatistico, os indices de
extensdo e profundidade de maturagdo e os teores de tirosina dos queijos
submetidos a todos os tratamentos e subtratamentos, maturados por 6, 36 e 66

dias.

Realizou-se a analise de variancia pelo procedimento GLM ("General
Linear Models Procedure") e o teste de médias REGWQ
("Ryan-Eynot-Gabriel-Welsh Multiple Range Test"), com o auxilio do programa

estatistico SAS.

Os dados referentes a rendimento, como as porcentagens de transicdo de
gordura e sbélidos totais e os rendimentos expressos em L de leite/kg de
queijo e g de ST de queijo/L de leite, assim como os dados da analise

sensorial, foram tratados por um procedimento estatistico diferente.

Para a avaliagdo do rendimento de fabricagdo, considerou-se apenas os
trés tratamentos principais (tipos de coalho), tomando-se os valores obtidos
para cada dia de experimento (resultados, por sua vez, de calculos que

empregam valores médios) como repetigdes.

Na analise sensorial, foram avaliados os queijos dos trés tratamentos,
salgados por 6 horas, referentes a um dos dias de producdo (escolhido
aleatoriamente). Os escores obtidos de cada provador foram considerados como

repetigdes.
O desenho experimental, nestes dois casos, é completamente aleatorizado.

Realizou-se a andlise de variadncia e testou-se as médias pelo teste t de

Student.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1. Composigdo fisico—quimica do leite.

A tabela 1 apresenta os resultados das determina¢des de acidez, PpH,
gordura, so6lidos totais e densidade dos leites empregados nos trés dias de
processamento. Observa-se que os valores obtidos por estas determinacgdes

conferem com os referidos pela literatura (JENNESS, 1988; ALAIS, 1984).

TABELA 1. Valores de acidez, pH, gordura, sélidos totais e densidade

dos leites empregados nos trés dias de processamento.

DIAS
1 2 3
Acidez (°D) 16,00 17,00 16,50
pH 6,54 6,62 6,58
Gordura (%) 3,50 4,00 3,50
Sé6lidos totais (%) 11,91 12,37 11,95
Densidade 1,0298 1,0304 1,0302

A composigdo fisico-quimica do 1leite influencia, obviamente, a
composigdo final do queijo. Como, em cada dia de processamento, utilizou-se o
mesmo leite para a produgdo dos queijos dos diferentes tratamentos, a

composigdo do leite influenciou igualmente todos os tratamentos.

A variacdo das composigdes dos leites dos trés dias de processamento
implicou em diferengas nas caracteristicas dos queijos obtidos a cada dia. A
influéncia desta variagdo sobre os parametros estudados nos queijos ¢é

anulada, na andlise estatistica, blocando-se esta variavel.
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4.2. Composigdo fisico-quimica do quei jo.

Os dados apresentados na tabela 2, para os queijos com 6 dias de
maturagdo, mostram uma composigdo tipica de queijo Prato (vaN DEN BERG &
KONING, 1990; WALSTRA et alii, 1987; OLIVEIRA, 1982; KOSIKOWSKI, 1977). Isto
indica que a produgdo de queijo Prato com coalho obtido por fermentagdo pode

ser bem executada sob condigdes convencionais de fabricacéo.

TABELA 2. Valores de sélidos totais, umidade, gordura, gordura no
extrato seco (GES), nitrogénio total, proteina bruta, sal e

*
atividade de agua (Aw) dos queijos produzidos com coalho

bovino, de vitelo e obtido por fermentacio.

DETERMINAGOES TRATAMENTOS
BOVINO VITELO FERMENTAGAO

Sé6lidos totais (%) 56,99° 58,112 57,93%
Umidade (%) 43,01 41,89" 42,07"
Gordura (%) 30, 46° 31,32° 31,56
GES (%) 53,45 53,90 54,48
Nitrogénio total (%) 3,36° 3,43% 3,41°
Proteina bruta (%) 21,44° 21,88% 21,76
Sal (%) 1,30° 1,27° 1,33°
Aw 0,98 0,98 0,98

* queijos salgados por 6 horas.
a,b,c PO . ~ ~
T Médias com o mesmo expoente, na mesma linha, ndo sio

significativamente diferentes (p<0,05).

Os valores encontrados para as porcentagens de nitrogénio total,
proteina bruta e sal n3o diferiram significativamente (p<0,05) entre os

tratamentos. Estes resultados estido de acordo com os reportados por BROOME &
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HICKEY (1990), DISEGNA et alii (1991) e CORRADINI et alii (1990), que nio
encontraram diferencas significativas entre as porcentagens de proteina bruta
nos queijos Cheddar, Montasio e Grana, respectivamente, produzidos com coalho
de vitelo e obtido por fermentagdo. BARBANO & RASMUSSEN (1992) nio observaram
diferengas significativas comparando as porcentagens de proteina bruta em
queijos Cheddar produzidos com coalho bovino, de vitelo e obtido por
fermentagdo. Quanto ao teor de sal dos queijos, estes dados conferem com os
referidos por BROOME & HICKEY (1990), DISEGNA et alii (1991) e vaN DEN BERG &
KONING (1990) (este ultimo trabalhando com queijos Gouda), que ndo
encontraram diferencas significativas entre os queijos elaborados com coalho
de vitelo e obtido por fermentagdo, e com os dados de BARBANO & RASMUSSEN
(1992), que nio observaram diferencas entre os tratamentos com coalho bovino,

de vitelo e obtido por fermentacgio.

A diferenca entre os tratamentos ndo implica necessariamente em quei jos
com porcentagens de proteina diferentes. A obtencdo de queijos com a mesma
concentragédo final de proteinas ndo significa que os coalhos, de composigio
diferente, tenham apresentado o mesmo comportamento durante a coagulacgido. E
possivel se obter quantidades diferentes de queijo com a mesma concentracio
de proteina; isto indicaria uma diminuigdo no aproveitamento de proteinas do
queijo, que poderia ser revelado pela avaliagdo do rendimento de producio,

discutido adiante (BARBANO & RASMUSSEN, 1992).

O aproveitamento de gordura ndo é proporcional ao aproveitamento de
proteina no queijo, embora a gordura seja retida na massa mecanicamente,
associada a estrutura do coadgulo (BARBANO & RASMUSSEN, 1992; KOSIKOWSKI,
1977).

As porcentagens de gordura apresentadas na tabela 2 diferiram
significativamente (P<0,034) entre tratamentos. Segundo USTUNOL & HICKS
(1990), a utilizagdo de coalhos com atividade proteolitica ndo-especifica
excessiva, resulta na redugdo da retengdo de gordura no queijo. Dentre os
coalhos empregados nos tratamentos, o coalho bovino é o que apresenta a maior
porcentagem de pepsina bovina (80%) em sua composicdo. A agdo da pepsina
sobre uma cadeia peptidica é muito menos especifica que a da quimosina,

enzima predominante nos coalhos de vitelo (90%4) e obtido por fermentacéo
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(100%) (FOX, 1988; VISSER, 1981). Isto poderia explicar porque o tratamento
com coalho bovino apresentou a menor porcentagem de proteina (embora a
diferenca entre tratamentos para este pardmetro s6 seja significativa a
p<0,079) e gordura nos queijos. O tratamento com coalho de vitelo apresentou
um resultado intermediario e o tratamento com coalho produzido por

fermentacdo obteve o maior valor para teor de gordura.

Os valores obtidos para as porcentagens de sbélidos totais e umidade dos
quel jos foram significativamente diferentes (p<0,015) entre o tratamento com
coalho bovino e os tratamentos com os coalhos de vitelo e obtido por
fermentagdo (estes udltimos nfo diferiram significativamente entre si). Em
parte, a menor porcentagem de so6lidos totais dos queijos elaborados com
coalho bovino pode ser justificada pelo menor teor de gordura destes quei jos.
Obviamente, por apresentar maior teor de umidade, a concentragio de sélidos
totals deste tratamento é menor. USTUNOL & HICKS (1990) e LAWRENCE et alii
(1987) referem-se a uma possivel relagio entre a extensio da protedlise
causada pelo coalho e a umidade do queijo. Segundo estes autores, a quebra de
ligagdes peptidicas causada por uma protedlise extensiva, origina grupos
iénicos que competem pela agua disponivel no sistema, resultando num aumento
do contetdo de umidade do queijo. Sendo assim, o tratamento que emprega o
coalho bovino, composto predominantemente por pepsina, resultaria em quei jos
mais Umidos, conforme observado. Os dados encontrados neste experimento estio
de acordo com os obtidos por van DEN DEN BERG & KONING (1990), BROOME &
HICKEY (1990), DISEGNA et alii (1991) e CORRADINI et alii (1990), que néo
observaram diferengas significativas nas porcentagens de sdélidos totais e
unidade nos queijos Gouda, Cheddar, Montasio e Grana, respectivamente,
produzidos com coalho de vitelo e obtido por fermentagdo. Os resultados
referidos por BARBANO & RASMUSSEN (1992) ndo demonstraram diferengas entre os
tratamentos com os coalhos bovino, de vitelo e obtido por fermentagdo, para o
queijo Cheddar. Ja BANKS (1992) e USTUNOL & HICKS (1990) encontraram valores
de umidade superiores para os tratamentos com coalho obtido por fermentacdo,

em comparagdo aos tratamentos com coalho de vitelo.
O maior efeito da variagdo no teor de umidade dos queijos poderia se

refletir no rendimento (em L de leite/kg de queijo) da fabricagdo. E

importante ser observado que, apesar da pequena diferenga nos teores de
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umidade, a atividade de 4agua foi idéntica nos queijos dos diferentes

tratamentos (0,98).

4.3. Rendimento.

A tabela 3 apresenta as porcentagens de transigdo de gordura e sélidos
totais do leite para o queijo, e os rendimentos de fabricacdo {(expressos em L
de leite/kg de queijo e em g de ST de queijo/L de leite), nos trés

tratamentos aplicados.

TABELA 3. Transic®es de gordura e sélidos totais (ST) do leite para o
queijo e rendimentos de fabricagdo nos tratamentos com

coalho bovino, de vitelo e obtido por fermentacgdo.

TRATAMENTOS
BOVINO VITELO  FERMENTAGAO
Transicdo de gordura (%) 85,55 87,35% 87,35
Transicdo de ST (%) 49,01° 50,20° 49,48°
Rendimento em L/kg 8,98 8,99 9,04
Rendimento em g de ST/L 63,53 64,67 64,13
Médias com o mesmo expoente, na mesma linha, ndo séo

significativamente diferentes (p<0,05).

A transicgdo de elementos do leite para o queijo constitui-se num método
eficiente para a estimativa do rendimento de fabricacdo (ANTILLA et alii,

1982; PHELAN, 1981; FURTADO & WOLFSCHOON-P, 1978).

As porcentagens de transicdo de gordura, obtidas para os tratamentos

nos quais se empregou os coalhos de vitelo e produzido por fementacdo, foram
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idénticas (87,35%) e ligeiramente superiores a obtida para o tratamento com
coalho bovino (85,55%), embora as diferengas entre tratamentos para este

parémetro sé seja significativa a p<0,25.

E pertinente observar-se, aqui, que para os dados referentes aos
calculos de rendimento, havia apenas trés repetigdes para cada tratamento.
Consequentemente, a variagdo dentro de tratamentos foi muito alta, e o numero
de graus de liberdade para o residuo, pequeno. Neste quadro, a analise de
variadncia sé revelaria diferencas entre tratamentos, a p<0,05, caso estas

fossem extremas.

Os resultados de transigdo de gordura, apresentados neste experimento,
conferem com os reportados por BROOME & HICKEY (1990), CORRADINI et alii
(1990) e USTUNOL & HICKS (1990), que ndo encontraram diferengas (p<0,05)
entre as porcentagens de transigio de gordura dos tratamentos com coalho de
vitelo e obtido por fermentagido. BARBANO & RASMUSSEN (1992) ndo observaram
diferengas significativas, entre as transigdes de gordura, para os queijos
produzidos com os coalhos de vitelo e obtido por fermentagdo. O tratamento
com coalho bovino, entretanto, apresentou valores de transicdo de gordura
significativamente menores que o0s encontrados para os outros dois

tratamentos.

Quanto a porcentagem de transigdo de sbélidos totais do leite para o
queijo, o malor valor foi observado para o tratamento com coalho de vitelo
(50,20%), seguido, nesta ordem, pelos valores obtidos com os coalhos
produzido por fermentagdo (49,48%) e bovino (49,01%), embora a diferenca
entre tratamentos, neste caso, s6 seja significativa a p<0,25. Resultados
semelhantes foram obtidos por BANKS (1992), que encontrou uma porcentagem de
transigao de s6lidos totais ligeiramente superior (embora nao
significativamente) para os queijos produzidos com coalho de vitelo,
comparada a observada para o coalho obtido por fermentacido. BROOME & HICKEY
(1990), por outro lado, reportaram valores de transicdio de sélidos totais
significativamente maiores para o tratamento com o coalho obtido por

fermentagio.
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O rendimento com base no volume de leite necessario para produzir um
quilo de queijo é um método pratico, tradicionalmente empregado em
laticinios, para a avaliagdo da eficiéncia do processamento de queijos. Os
valores encontrados neste trabalho para os rendimentos em L de leite/kg de
queijo foram 8,98; 8,99 e 9,04, para os tratamentos com os coalhos bovino, de
vitelo e obtido por fermentagédo, respectivamente. A avaliagido destes dados
aponta o tratamento com coalho bovino como o mais eficiente, uma vez que
emprega o menor volume de leite para a produgdo da mesma quantidade de
queijo. Esta é uma conclusdo equivocada. O rendimento expresso em L de
leite/kg de queijo desconsidera a umidade dos queijos obtidos nos diferentes
tratamentos. Assim, a obtengdo de maiores quantidades de queijo ndo
significa, necessariamente, que ocorreu um melhor aproveitamento dos
componentes sélidos do leite no queijo; pode ter havido, ao invés disto, uma
maior retengdo de umidade. Por este motivo, a avaliagfo correto do rendimento
de fabricagdo deve ser feita com base no teor de sélidos totais do quei jo.
Ainda na tabela 3, sdo apresentados os rendimentos em g de ST do queijo/L de
leite. Observou-se um melhor rendimento de produgio para o tratamento com
coalho de vitelo (64,67), seguido pelos tratamentos com os coalhos obtido por
fermentacdo (64,13) e bovino (63,53) (a diferenga entre estes tratamentos sé
é significativa a p<0,25). Estes resultados estdo de acordo com outros
trabalhos referidos na literatura. Os rendimentos (ajustados para o teor de
s6lidos totais dos queijos) encontrados por BANKS (1992), EMMONS & BINNS
(1991), vaNn pEN BERG & KONING (1990), BINES et alii (1989), HICKS et alii
(1988), PROKOPEK et alii (1988) e GREEN et alii (1985) n3o diferiram
significativamente entre os tratamentos com coalho de vitelo e obtido por
fermentagdo. USTUNOL & HICKS (1990), por sua vez, encontraram um rendimento
melhor (embora ndo significativamente), para o tratamento com o coalho de
vitelo. Ja BROOME & HICKEY (1990) obtiveram wum valor de rendimento

significativamente maior para o tratamento com coalho obtido por fermentagdo.

No trabalho de BARBANO & RASMUSSEN (1992), os coalhos obtido por
fermentagdo e de vitelo resultaram em rendimentos significativamente
superiores (0,39% e 0,38%) ao rendimento com o coalho bovino. No presente
estudo, o tratamento com coalho de vitelo apresentou um rendimento 0,84% e
1,76% maior que os tratamentos com os coalhos obtido por fermentacdo e

bovino, respectivamente. O coalho obtido por fermentagdo, comparado ao coalho
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bovino, proporcionou um aumento de rendimento de 0,94%.

As diferengas nas porcentagens de transigio de gordura e sdélidos totais
e nos rendimentos, observadas entre os tratamentos com os coalhos bovino, de
vitelo e obtido por fermentagdo, podem estar relacionadas a composigdo do
coalho. Para todos os parametros de rendimento avaliados, os valores obtidos
para os tratamentos com os coalhos de vitelo e obtido por fermentagdo
estiveram muito préximos, e foram sempre superiores aos encontrados para o
tratamento com coalho bovino.Isto poderia ser explicado pela diferenga nos
teores de quimosina e pepsina bovina destes coalhos, enzimas que apresentam
comportamentos diferentes no processo de coagulagdo do leite (VISSER, 1981).
No momento da coagulacgdo, a atividade proteolitica das enzimas do coalho vai
além da clivagem inicial da ligagdo Phel05-Metl106 da k-caseina; outras
ligagdes sdo rompidas gradualmente, formando compostos nitrogenados soliveis
que podem ser perdidos no soro, arrastando consigo parte da gordura do leite.
A relacgdo entre as atividades coagulante e proteolitica das enzimas do coalho
influencia sobremaneira as perdas de gordura e proteina no soro e,
consequentemente, o rendimento da fabricagdo de queijos. Obtem-se melhores
rendimentos quando esta relagdo é alta (BARBANO & RASMUSSEN, 1992). As
relagdes de atividade coagulante/atividade proteolitica encontradas por
DALGLEISH (1987) para a quimosina e a pepsina bovina foram, respectivamente,
de 40,9 e 4,3, e permitem explicar os resultados apresentados na tabela 3.
Observou-se que o coalho de vitelo e o coalho produzido por fermentagéo,
compostos respectivamente por 90 e 100% de quimosina (enzima com uma relagéo
de atividade coagulante/atividade proteolitica alta) proporcionaram
rendimentos melhores que o coalho bovino, composto por apenas 20% de

quimosina.

Os resultados reportados na literatura sobre o efeito das enzimas
coagulantes no rendimento do queijo sdo um tanto inconsistentes. Esta
inconsisténcia pode ser consequéncia de diferengas nas fontes de leite usadas
(que causam variacdes na composicdo e afetam o rendimento do queijo), nos
equipamentos e nas condig¢des de processamento. Além disso, quando se processa
grandes volumes de leite, é dificil realizar as pesagens com precisdo, o que
compromete a sensibilidade das determinagdes de rendimento. Portanto, ¢é

dificil afirmar que as pequenas diferengas de rendimento observadas neste
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tipo de experimento sejam diferengas efetivas e tenham consequéncias

praticas.

4.4. Porcentagem de sal e atividade de agua do quei jo.

A tabela 4 apresenta os resultados das determinagdes do teor de sal e

dos calculos da atividade de agua das amostras.

TABELA 4. Teores de sal e atividade de 4&gua (Aw) dos queijos
produzidos com coalhos bovino, de vitelo e obtido por

fermentacdo, salgados por 3 e 6 horas.

DETERMINACOES TRATAMENTOS TEMPO DE SALGA (horas)
3 6
Umidade (%) BOVINO 43,31 42,71
VITELO 42,31 41,46
FERMENTAGAO 42,44 41,69
* 42,69 41,95°
Sal(%) BOVINO 0,97 1,30
VITELO 1,07 1,27
FERMENTAGCAO 1,01 1,33
* 1,01° 1,30%
Aw BOVINO 0,99 0,98
VITELO 0,99 0,98
FERMENTACAO 0,99 0,98

* Os dados apresentados nesta linha representam as médias dos valores
obtidos em cada tratamento (coalho) para 3 e 6 horas de salga.

a,b 2 qs . ~ ~

’ Médias com o mesmo expoente, na mesma linha, nao sao

significativamente diferentes (p<0,05).
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Observou-se que os queijos salgados por 6 horas apresentaram teores de
sal significativamente superiores (p<0,05) aos dos queijos salgados por 3
horas. Ao mesmo tempo, os queijos submetidos a um periodo maior de salga
obtiveram porcentagens de umidade significativamente menores (p<0,05). A
transferéncia de sal da salmoura para o queijo é um processo de difusdo
mutua, envolvendo uma penetragdo de NaCl no queijo, acompanhada por uma
migracdo de agua para a salmoura (FOX, 1987; MORRIS et alii, 1985; GUINEE &
FOX, 1983). A absorgdo de sal e a perda de umidade ocorridas nos quei jos

variam com o tempo de salga, embora esta relagdo nio seja linear (FOX, 1987).

Nio houve variagdes relevantes na atividade de 4&gua dos queijos
salgados por 3 (0,99) e 6 horas (0,98). Provavelmente, ndo foram observadas
diferengas neste parametro porque os teores de sal foram muito préoximos para

os dois tratamentos.

0 sal influencia sensivelmente o processo de maturagdo do quei jo,
desempenhando um papel importante no controle do crescimento das bactérias do
fermento e contaminantes e na regulagdo da atividade do coalho e das enzimas
secretadas por, ou liberadas pela lise de, bactérias do fermento e
contaminantes (MORRIS et alii, 1985).

4.5. Evolugao do pH.

Na tabela 5 sfo apresentados os valores de pH obtidos aos 6, 36 e 66

dias de maturacdo dos quei jos.

Nas variedades de queijo de massa semi-cozida, a formagdo de acido
latico durante o processamento e o metabolismo da lactose residual durante os
primeiros dias de maturagdo, reduzem o pH do queijo para aproximadamente 5,0
(+ 0,3) (FARKEY & FOX, 1990; ALAIS, 1984). Os valores de pH observados para
os queijos com 6 dias de maturacido nio diferiram significativamente (p<0,05)
entre os tratamentos com coalho bovino, de vitelo e obtido por fermentacgdo, e

coincidiram com os referidos pela literatura.
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TABELA 5. Valores de pH dos queijos produzidos com coalho bovino, de
vitelo e obtido por fermentagdo, salgados por 3 e 6 horas,

aos 6, 36 e 66 dias de maturacao.

TEMPO DE MATURAGAO (d)  TRATAMENTOS TEMPO DE SALGA (h) **
3 6
6 BOVINO 5,08 5,13 5,112
VITELO 5,11 5,17 5,142
FERMENTACAO 5,15 5,16 5,152
b a ¥ % ¥
* 5,12° 5,15 5,13
36 BOVINO 5,15 5,15 5,152
VITELO 5,14 5,14 5,142
FERMENTACAO 5,14 5,13 5,13
a a 3% % %
* 5,14 5,14 5,14
66 BOVINO 509 5,15 5,12°
VITELO 5,18 5,22 5,202
FERMENTACAO 5,10 5,20 5, 152D
b a L X 33
* 5,12 5,19 5,16

* Os dados apresentados nesta linha representam as médias dos valores

obtidos em cada tratamento (coalho), para 3 e 6 horas de salga.

a,b Médias <com o mesmo expoente, na mesma linha, nao sao

significativamente diferentes (p<0,05).

** 0Os dados apresentados nesta coluna representam médias dos valores
obtidos em cada tempo de salga, para os tratamentos com coalhos
bovino, de vitelo e obtido por fermentagéo.

a,b Médias com o mesmo expoente, no mesmo quadro e coluna, ndo sdo

significativamente diferentes (p<0,01).

*** Médias dos valores de pH obtidos nos diferentes tratamentos

(coalho) e tempos de salga, para 6, 36 e 66 dias de maturacgéo.
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Durante a maturagdo, o pH do queijo aumenta, como consequéncia da
formagdo de NH3 (resultante da protedélise) e do catabolismo do &acido latico
(FARKEY & FOX, 1990; FOX, 1988; ALAIS, 1984). No inicio da maturacio, este
aumento é da ordem de 0,5, e até o final da maturagdo ocorre ainda uma
elevagdo de 0,2 (ALAIS, 1984). Os dados obtidos no presente trabalho (tabela
5) mostram a tendéncia de elevagdo dos valores de pH, embora em ordem de

grandeza menor do que a citada na literatura.

Diferengas significativas (p<0,01) foram observadas entre os
tratamentos com o coalho de vitelo e o bovino, apés 66 dias de maturagédo.
Deveria se esperar um valor mais elevado de pH para o tratamento com o coalho

bovino.

E conhecido na literatura (FOX, 1987; THOMAS & PEARCE, 1981) que a
concentragdo salina tem um grande efeito no pH do queijo, em razdo da
influéncia da relagdo sal/umidade sobre o metabolismo da lactose. Tal
tendéncia foi verificada (tabela 5) nos valores de pH apbés 6 e 66 dias de

maturagdo, quando comparou-se os queijos salgados por 3 e 6 horas.

4.6. Indices de maturacdo dos queijos.

Os indices de extensdo e profundidade da maturagdo sdo apresentados nas
figuras la (3 horas de salga) e 1b (6 horas de salga), 2a (3 horas de salga)
e 2b (6 horas de salga), respectivamente. O indice de extensio refere-se a
quantidade de nitrogénio solivel em pH 4,6, representado sobretudo por
peptidios de peso molecular baixo e médio, produzidos basicamente pela agéao
das enzimas do coalho, acumulados durante a maturagdo (FARKEY & FOX, 1990;

WOLFSCHOON-P, 1983). Portanto, este é um indice importante para a avaliagdo

do comportamento do coalho na maturagdo dos queijos.

Observa-se nas figuras 1la e 1b que em todos os tratamentos houve um
aumento gradual dos indices de extensido de maturacdo de, em média, 9%, para
cerca de 17%. Estes dados estdo de acordo com os resultados encontrados por
MINUSSI (1993) para o queijo Prato elaborado com coalho bovino. Até 36 dias

de maturagdo, os indices observados nos queijos produzidos com coalho bovino
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foram significativamente (p<0,04) mais altos do que os observados para os
demais tratamentos. A partir de entdo observou-se, em geral, indices de
protedlise similares entre os tratamentos, sendo que naqueles onde o tempo de
salga foi maior, os indices de extensdo de maturagdo foram significativamente
menores (p<0,05). Tal fato poderia ser explicado pela influéncia do pH do
queijo na atividade proteolitica das enzimas quimosina e pepsina. No inicio
da maturag@o do queijo Prato, o pH é geralmente mais baixo (5,1-5,2), o que
favorece a atuagdo da pepsina. Apdés algumas semanas de maturacdo, normalmente
ocorre uma elevagdo no pH do queijo, o que tende a prejudicar a atividade da
pepsina bovina, sem no entanto afetar a atividade da quimosina, que atua numa

faixa mais ampla de pH (FOX, 1988).

Nas figuras 2a e 2b s8o apresentados os indices de profundidade da
maturagdo dos quejjos. Este indice se refere a determinagdo do nitrogénio
presente em componentes de peso molecular baixo (abaixo de 3.000 daltons)
como pequenos peptidios, aminodcidos, wuréia, etc (FARKEY & FOX, 1990;
WOLFSCHOON-P., 1983), e reflete sobretudo a atuacdo dos fermentos laticos
que, através de exo e endopeptidases, hidrolisam peptidios de peso molecular
alto e médio, formados predominantemente pela acdo do coalho. Conforme se
observa nas figuras 2a e 2b, houve um aumento gradual deste indice em todos
os tratamentos, sendo que nos queijos feitos com coalho bovino os indices
foram significativamente mais altos (P<0,01) até 36 dias de maturagio; aos 66
dias observou-se maiores indices de profundidade (P<0,01) nos queijos feitos
com o coalho de vitelo (9,41 e 9,33%, para os tratamentos com 3 e 6 horas de
salga, respectivamente) e com o obtido por fermentacio (9,47 e 8,21%), em
comparagdo aos queijos obtidos com o coalho bovino (9,12 e 9,23%). Estes
resultados seguiram a mesma tendéncia observada nos indices de extensdo de
maturagdo. E provavel que o aumento do teor de nitrogénio soluvel em TCA 12%,
no final da maturagdo, nos queijos feitos com coalhos de vitelo e obtido por
fermentagdo, esteja relacionado com a maior degradagdo protéica inicial
(consequente principalmente da atuagdio do coalho) observada naqueles
tratamentos apés 36 dias de cura (figuras la e 1b), responsavel pelo aumento
da disponibilidade de peptidios, substrato para a acido das peptidases do

fermento latico.
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4.7. Determinagido de tirosina.

A determinacdo de tirosina em extratos de queijo soltveis em pH 4,6 é
um métodoto tradicional para a avaliagdo da maturagio de queijos (FOX, 1989).
Este aminoacido possui a propriedade de absorver luz nos comprimentos de onda
de 270 e 290 nm (ultra-violeta) e, uma vez liberado no queijo, pode ser
quantificado espectrofotometricamente (VAKALERIS & PRICE, 1959). Nas figuras
3a e 3b sdo apresentados os valores de tirosina (mg/100 g de queijo)
observados durante a maturagdo dos queijos. Como a liberagdo do aminoacido é
uma consequéncia da agdo das enzimas do fermento e do coalho, os valores
seguiram a mesma tendéncia observada nos indices de maturagdo apresentados
nas figuras la e 1lb, 2a e 2b. Apesar dos valores observados nos queijos
salgados por 6 horas terem sido ligeiramente inferiores aqueles encontrados
nos queijos salgados por 3 horas, apbés 66 dias de maturacdo, ndo houve
diferengca relevante entre eles. Esta constatacio pode ser justificada pela
pequena diferenga observada entre os teores médios de sal dos tratamentos,
sempre inferiores ao nivel considerado minimo para a inibigdo parcial dos

fermentos laticos (cerca de 5,5% de sal na umidade).

4.8. Eletroforese.

A degradagdo da fragdo wsi da caseina durante a maturagdo dos quei jos
foi avaliada através da eletroforese em gel de poliacrilamida (uréia 7M). A
figura 4 apresenta os resultados da eletroforese para todos os tratamentos.
As figuras 5a, 5b e S5c mostram os densitogramas dos géis correspondentes aos
tratamentos nos quais foram empregados os coalhos bovino (aos 6 e 66 dias de
maturagdo), obtido por fermentacio (aos 6 e 66 dias) e de vitelo (aos 6 e 66
dias), com 3 horas de salga, e as figuras 6a, 6b e 6c referem-se a um tempo
de salga de 6 horas, para os mesmos tratamentos. A observagdo dos
densitogramas deixa claro n3o ter ocorrido degradagido sensivel da fracéo

B-caseina durante o periodo de maturacgio.
Esta fracdo é extremamente resistente a decomposigdo pelas enzimas do

coalho (LAWRENCE et alii, 1987). Por outro lado, observou-se uma intensa

degradacdo da asi-caseina, também reportada por outros autores (FOX, 1988;

50



Teor de tirosina {mqg/100 g queijo)

110.00-

1 & » Coalho obtido por lermcnloyao
1 o-¢ Cualho de vitelo
4 B8 Coolho bovino
100.00
4
1
1
90.00
80.00
4
70.00
60.00 "I'lll’l"'IT"llll"ll"lllll"lr—l
0 10 20 30 40 S0 60 70

Tempo de maturagdo (dias)

Figura 3a. Tcor dc tirosina nos qucijos produzidos com coalho bovino, de

Teor de tirosina (mg/100 g queijo)

vitclo ¢ obtido por fermentagdo, aos 6, 36 ¢ 66 dias de matura-
¢do, com 3 horas de salga (mg/100 g de queijo).

110.00
4 = Coalho obtido por fermentacao
1 *-# Codlho de vitelo
1 &—8 Coalho bovino
100.00
90.00
4
80.00
70.00
wlw |'1’]lll']'l'l]lll!]l'll"(ll[lll"
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo de maoturagao (dias)

Figura 3b. Teor de tirosina nos qucijos produzidos com coalho bovino, de

vitclo ¢ obtido por fermentagdo, aos 6, 36 ¢ 66 dias dc matura-
¢do, com 6 horas de salga (ing/100 g de queijo).

51



‘

12345678 9101112

Figura 4. Eletroforese (PAGE- uréia 7M) das proteinas extraidas dos queijos produzidos
por tratamento com coalho bovino, obtido por fermentagio, e de vitelo.

Gel # Tratamento Tempo de salga Tempo de maturagio
(horas) (dias)
1 coalho bovino 3 6
2 coalho bovino 6 6
3 obtido por fermentagdo 3 6
4 obtido por fermentagio 6 6
S coalho de vitelo 3 6
6 coatho de vitclo 6 6
7 coatho bovino 3 66
8 coalho bovino 6 66
9 obtido por fermentagdo 3 66
10 obtido por fermentagdo 6 66
11 coalho de vitelo 3 66
12 coalho de vitelo 6 66
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5. CONCLUSOES.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o uso de trés tipos de coalho
(bovino, de vitelo e obtido por fermentagdo por Aspergillus niger var.
awamori) na fabricagido do queijo Prato, salgado por periodos de tempo
diferentes (3 e 6 horas) e maturado por 6, 36 e 66 dias (12°C e 90% de

umidade relativa). As principais conclusdes deste estudo foram:

1. Os melhores rendimentos de fabricagdo (g ST/L de leite) foram
obtidos com o uso dos coalhos de vitelo e produzido por fermentagdo. O
emprego destes coalhos permitiu um melhor aproveitamento de gordura e sélidos
totais do 1leite no queijo, em comparagdo com o uso do coalho bovino

(diferencas significativas ao nivel de p<0,25).

2. Os resultados indicam que coalhos compostos por maiores teores de
pepsina, como o) bovino, apresentam menores rendimentos (p<0,25),
provavelmente devido a maior atividade proteolitica desta enzima durante a

coagulagdo do leite.

3. Durante a maturagdo houve um aumento progressivo dos teores de
nitrogénio soluvel em pH 4,6 e TCA 12%. Os indices de maturagio (extensdo e
profundidade) foram maiores nos queijos feitos com coalho bovino até 36 dias
de maturagio (p<0,05). A partir de entdo, ocorreu um incremento nos indices
observados nos queijos feitos com os coalhos de vitelo e obtido por

fermentacgao.

4. N3io foi observada influéncia dos teores de sal nos indices de

maturacio, ja que todos os queijos apresentaram valores de Aw muito proéximos.

5. A determinagdo espectrofotométrica do aminoacido tirosina comprovou
ser uma metodologia adequada para a avaliagdo da intensidade de maturagéo,
uma vez que os valores obtidos apresentaram a mesma tendéncia daqueles dos

indices de extensdo e profundidade da maturagdo.
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6. A analise eletroforética demonstrou que a fragdo B da caseina
permaneceu praticamente intacta, enquanto a asi-caseina fol intensamente
degradada durante a maturagido dos queijos. A maior degradagdao da fracgao
asi-caseina ocorreu nos queijos produzidos com coalho bovino,seguida pelos
queijos nos dquais empregou-se os coalhos de vitelo e o obtido por
fermentagdo. Estes resultados indicam que a presenca de maiores teores de
pepsina no coalho bovino teve um papel importante na degradagdo da

asi—-caseina.

7. A andlise sensorial n3o indicou preferéncia dos provadores pelos

quei jos elaborados com os trés tipos de coalho (p<0,05).
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