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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar o efeito do coagulante microbiano sobre o
rendimento, caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e firmeza do queijo Prato durante a
maturagdo. Os queijos foram fabricados a partir de leite tratado termicamente usando como
coagulantes a protease do fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31, e coagulante
comercial de Rhizomucor sp. O experimento foi do tipo fatorial 2 x 6, em blocos
completamente aleatorizados com trés repeticoes. Os resultados foram avaliados por
Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de médias de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. O leite, o soro e os queijos foram avaliados quanto a composicao centesimal e
rendimento. Os queijos foram analisados apds 2, 9, 16, 30, 40 e 50 dias de armazenamento
com relacdo ao pH, acidez, umidade, protedlise, firmeza e degradacdo das fracdes de
caseina por eletroforese em gel. A aceitacdo sensorial dos queijos foi realizada apds 26 dias
de fabricacdo. Os diferentes coagulantes ndo afetaram a composi¢cdo dos queijos que
apresentou, em média, 42,68% = 1,87 de umidade, 28,58% + 1,06 de gordura e 1,91% =+
0,021 de sal, conforme o esperado para queijo Prato. A recuperacdo de proteina e gordura e
o rendimento dos queijos ndo foram afetados pelos diferentes coagulantes. Ambos os
queijos apresentaram boa aceitacdo sensorial e apresentaram nota média para a aceitagdo
global de 7,1 + 0,05. Durante a maturagdo, a protedlise aumentou de maneira similar para
ambos os queijos e houve redugdo de firmeza. A eletroforese em gel de ureia mostrou que o
perfil de hidrélise proteica dos queijos foi muito semelhante. O conjunto de dados mostra
que a nova protease apresentou comportamento similar a enzima comercial, sugerindo o
potencial tecnolégico da enzima do Thermomucor indicae-seudaticae N31 como agente

coagulante para a fabricag¢do de queijo Prato.
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ABSTRACT

The aim of this study was to compare the effect of the microbial coagulant on Prato cheese
yield and on the development of its physico-chemical, sensory and firmness characteristics
during ripening. Cheeses were manufactured using the following coagulants: laboratory
obtained protease, from the fungus Thermomucor indicae-seudaticae N31 and commercial
coagulant from Rhizomucor sp. A 2 x 6 factorial design with 3 replications was performed
and the results were evaluated by ANOVA and mean values were compared by Tukey’s
test at a 5% significance level. Milk, whey and cheese composition were evaluated and
cheese yield was calculated. Cheeses were monitored after 2, 9, 16, 30, 40 and 50 days of
storage regarding pH, acidity, moisture, proteolysis, firmness and degradation of casein
fractions by gel electrophoresis. Sensory acceptance was evaluated after 26 days of
manufacture. The different coagulants did not affect cheese composition, which exhibited
average content of 42.68% =+ 1.87 for moisture, 28.58% + 1.06 for fat and 1.91% + 0.02 for
salt, as expected for Prato cheese. Protein and fat recovery and cheese yield were not
affected by the coagulants as well. Both cheeses presented good sensory acceptance with
overall liking scores of 7.1 + 0.05 representing the ‘like moderately’ category. For both
cheeses, proteolysis increased and firmness decreased throughout ripening. Urea-PAGE
showed that the protein hydrolysis profile was very similar. The gathered data suggest that
ripening developed in the same way for both cheeses suggesting the technological potential
of protease from Thermomucor indicae-seudaticae N31 as milk clotting agent for Prato

cheese manufacture.
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1. INTRODUCAO

O queijo Prato € um queijo tipico brasileiro € um dos mais consumidos no pais. A
legislagdo brasileira define o queijo Prato como um queijo maturado (por pelo menos 25
dias), obtido através da coagulacdo do leite por meio do coalho e/ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela a¢do de bactérias laticas especificas.
E um queijo gordo, de média umidade, de massa semicozida e lavada e possui um corpo
macio e sabor suave (BRASIL, 1997).

A coagulagdo enzimadtica do leite, para a fabrica¢do de queijos, envolve modificacdes
especificas das micelas de caseina através da protedlise limitada por proteinases
selecionadas, seguida por agregacdo das micelas na presenca de célcio.

A renina, também conhecida como quimosina, obtida de bezerros é a protease mais
utilizada como coagulante para a fabricacdo de queijos (KLOOSTERMAN, 1991). O
aumento da producdo mundial de queijos, a escassez de reninas de bezerros e o elevado
custo da quimosina bovina incentivaram a obten¢do de enzimas coagulantes a partir de
outras fontes (FOX et al., 2000). Atualmente, a quimosina obtida por fermentacao, através
da técnica de DNA recombinante, constituida de quimosina pura, e os coagulantes obtidos
de micro-organismos como Rhizomucor miehei, R. pusillus, Endothia parasitica,
Aspergillus oryzae e Irpex lactis, sdo extensivamente utilizados na fabricacdo de queijos.
Dentre os coagulantes microbianos disponiveis no mercado, os de origem fingica sdo os
mais utilizados atualmente na fabricacao de queijos (JACOB et al., 2011).

A busca por coagulantes € uma constante, e de tempos e tempos uma nova fonte é
reportada. Os substitutos da renina devem imitar suas propriedades especificas. Devem ter
uma alta atividade coagulante, ou seja, ter especificidade para a k-caseina e ter baixa
atividade proteolitica em pH e temperatura normalmente utilizados no processo de
fabricacdo de queijos (HYSLOP, 2003). Estudos conduzidos por Merheb-Dini et al. (2010)
mostraram que o extrato enzimdtico do fungo termofilico Thermomucor indicae-seudaticae
N31 exibiu forte atividade coagulante, baixa atividade proteolitica e baixa a¢ao hidrolitica
sobre as caseifnas do leite durante a coagulacdo. O extrato foi utilizado com sucesso na
fabricacdo de queijo Prato em escala laboratorial, sugerindo o potencial tecnolégico desta

enzima (MERHEB-DINI et al., 2012).



Tendo em vista a valorizacdo de tecnologias brasileiras, neste trabalho serdo
apresentados estudos comparando o efeito do coagulante microbiano sobre rendimento,
composi¢do, maturacdo, aceitacdo sensorial e firmeza do queijo Prato. Os coagulantes
utilizados foram a protease obtida em laboratério a partir do fungo Thermomucor indicae-
seudaticae N31 isolado no Brasil e o coagulante Alternative produzido pela Bela Vista
(Santa Catarina) a partir do Rhizomucor sp. O queijo Prato foi escolhido por ser tipicamente

brasileiro e amplamente consumido no pais.



2. OBJETIVO

O trabalho teve como objetivo comparar o efeito do coagulante microbiano (protease
produzida em laboratério pelo Thermomucor indicae-seudaticae N31 e coagulante
comercial produzido por Rhizomucor sp.) sobre o rendimento, caracteristicas fisico-

quimicas, sensoriais e firmeza do queijo Prato durante a maturacdo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Coagulacao do leite

A coagulagdo da caseina do leite € o processo fundamental para a elaboracdo de
queijos. Assim, normalmente, faz-se uso de enzimas proteoliticas coagulantes que,
dependendo de sua origem, apresentam composicdes enzimaticas diferenciadas, tanto em
propor¢ao das enzimas, por exemplo, renina obtida de estobmago de bezerros em lactagao
apresenta em média 88-94% de quimosina e 6-12% de pepsina (SCOTT, 1998) e a renina
obtida de bovinos adultos apresenta 80-90% de pepsina e 10-20% de quimosina (HARBOE
et al., 2010), quanto em origem, por exemplo, animal, vegetal, microbiana ou quimosina
obtida por fermentacdo (NEELAKANTAN et al., 1999).

As proteinas do leite sao divididas em dois grandes grupos: as proteinas soliveis em
pH 4,6, que sdo as proteinas do soro, especialmente a-lactoalbumina e B-lactoglobulina, e
as protefnas insoliveis neste pH, que sdo encontradas em grandes particulas coloidais
denominadas micelas de caseina. As caseinas (CN) constituem aproximadamente 80% das
proteinas do leite bovino, e suas principais fracdes (os;-, 0s-, - € K-caseinas) encontram-se
em combinacdo com aprecidveis quantidades de fosfato de célcio micelar ou coloidal na
forma de agregados. A estabilidade das micelas de caseina no leite € atribuida a repulsdo
eletrostitica devido as suas cargas negativas, a repulsdo estérica pela regido flexivel do
macropeptideo da k-caseina, os chamados “cabelos” da caseina, a camada de hidratacdo o
que reduz a tensdo superficial das particulas, aumentando sua estabilidade (HORNE;
BANKS, 2004; CRABBE, 2004). Além disso, a k-caseina ¢ uma proteina insensivel ao
calcio que forma uma camada protetora ao redor das proteinas sensiveis ao cdlcio (os;-, O
e B-), resultando na estabilidade das micelas. (CRABBE, 2004).

Durante a coagulagdo enzimadtica do leite, a k- caseina € a tnica proteina hidrolisada
pela quimosina, especificamente na ligacdo entre os aminodcidos Phe;gs-Met;os (CRABBE,
2004; FOX, et al., 2000), o que promove a desestabilizacdo das micelas. Esta ligacdo ¢é
particularmente instavel, devido a natureza dos aminodcidos envolvidos, a presenca de uma
serina adjacente a fenilalanina (Phe) e residuos hidrofébicos (Leu, Ala e Ile) (ECK, 1987).

Ap6s a hidrélise, a parte N-terminal da molécula, k-CN f1-105 referida como paracaseina,



permanece ligada a micela de caseina, enquanto a parte C-terminal, referida como
glicomacropeptideo (f106-169), ¢ liberado na fase aquosa (DEJMEK; WALSTRA, 2004;
FOX, et al., 2000). Proteases do Rhizomucor miehei também hidrolisam preferencialmente
a ligacao Phegs-Met;ps da k-CN, porém, ao contrdrio da quimosina, também clivam outras
ligacdes da k-CN (FOX, et al., 2000).

As modificagdes fisico-quimicas que ocorrem ao nivel das micelas continuam apds
esta primeira hidrélise. Na segunda fase da coagulacdo, as micelas de paracaseina, na
presenca de Ca*> e em temperaturas acima de 20 °C se agregam formando uma rede
proteica chamada de codgulo ou gel (FOX et al., 2000). O codgulo € entdo tratado, e os
diferentes tratamentos apds a coagulacdo conduzem a fabricacdo dos diversos tipos de
queijos (SARDINAS, 1972).

Virios fatores influenciam o processo de coagulacdo do leite, incluindo pH,
temperatura, forca idnica, concentragdo de enzimas e sais. A reacdo é dependente do pH e
geralmente a coagulacdo € realizada em pH 6,3-6,6. A taxa de coagulagdo aumenta com a
temperatura, desde que a enzima seja estavel. O aumento da temperatura para = 30-32 °C
ou reducdo do pH a 6,6 permite a coagulacdo a uma baixa porcentagem de hidrolise da «-
casefna. A indugdo da formacao do gel a 35 °C requer aproximadamente 65% de hidrélise
da k-caseina. A concentracdo de fon cdlcio também afeta a coagulacdo do leite ja que
participa da formacdo de pontes entre as micelas para formar o codgulo (CRABBE, 2004).

Quando o gel € cortado e submetido a agitacio mecanica durante a elaboracdo do
queijo, o soro é expulso do codgulo (PEARSE; MACKINLAY, 1989). Essa liberacdo de
soro permite o controle do contetido de umidade do queijo e consequentemente, a atividade
de micro-organismos e enzimas, a estabilidade e a qualidade final do queijo. A taxa e a
extensdo da expulsdo do soro sdo influenciadas pela composicao do leite, especialmente
pela concentracao de cdlcio e caseina; pelo pH; pelo tempo e temperatura de cozimento e
pelo grau de agitacdo da mistura codgulo/soro (FOX et al., 2000).

A porcentagem de recuperagdo de proteina e gordura do leite no queijo € influenciada
pelo processo de fabricacdo e tem impacto no rendimento de queijos (BANKS, 2007). O
rendimento do queijo obtido € muito importante porque mede a eficiéncia do processo de
fabricacio e determina sua viabilidade econdmica. E uma ferramenta interessante para

avaliar o potencial de um processo especifico ou mudanga de tecnologia (FOX et al., 2000).



Virios fatores afetam o rendimento de queijos, como por exemplo, composicdo do
leite (concentracdes de proteina e gordura), contagem de células somdticas, contetido de
umidade do queijo, pH do codgulo, condi¢des de fabricacdo do queijo, entre outros. Entre
as condi¢des de fabricagdao pode-se citar o tipo de coagulante, que exerce grande influéncia
no rendimento de fabricacdo dos queijos. Coagulantes com alta atividade proteolitica
diminuem o rendimento (LUCEY; KELLY, 1994). Na fabricacdo de queijos, geralmente a
quimosina € o agente coagulante preferido por apresentar um 6timo rendimento quando
comparado com coagulantes microbianos que podem resultar em um rendimento menor
(EMONS, 1990). Na pratica, redu¢des de rendimento atribuidas aos substitutos de renina
podem ser minimizadas por meio da padronizacdo do tempo de coagulacdo e seguindo-se

as instrucdes do fabricante quanto ao uso do coagulante (LUCEY; KELLY, 1994).

3.2 Coagulantes

A utilizacdo de enzimas para a fabricacdo de produtos especificos, com atributos
caracteristicos, € crescente, e pode ser enfatizada pela grande venda mundial de enzimas
industriais. Em 2005 o mercado mundial de enzimas representou um faturamento da ordem
de 4 bilhdes de ddlares, destes, 2,2 bilhdes de dblares representaram o mercado de enzimas
industriais (enzimas técnicas, enzimas para a indudstria de alimentos e enzimas para ragao
animal). No mesmo ano o Brasil importou 3.295.845 Kg de enzimas industriais e produtos
relacionados e exportou 3.491.469 Kg (POLITZER; BON, 2006). O mercado mundial de
enzimas deverd aumentar 7% até 2015, representando 8 bilhdes de ddlares. O uso de
enzimas no segmento de alimentos e bebidas deve chegar a cerca 1,3 bilhdes de dodlares
neste mesmo ano com as maiores vendas ocorrendo no mercado de leite e derivados
(GLOBAL MARKETS, 2011).

Na industria de queijo, o termo coalho, refere-se a enzima obtida do quarto estdbmago
de bezerros que € utilizada para coagular o leite para a fabricacdo de queijos. Nesse caso, a
enzima mais importante presente no coalho é a quimosina, também conhecida como renina
e muitas vezes referida como coalho animal (SCOTT, 1998; SARDINAS, 1972). A
quimosina (EC 3.4.23.4) ¢ uma proteinase aspartica conhecida por promover protedlise

limitada da caseina, e € justamente essa propriedade que € desejdvel quando se seleciona



proteinases para uso como substitutos de coalho (FOX et al., 2000). O pH 6timo para a
atividade da quimosina é 5,8 e a temperatura varia entre 30 a 50 °C. E relativamente estdvel
a temperaturas de até 50 °C (KUMAR et al., 2010). Enzimas usadas para a coagulacdo do
leite que nao sdao obtidas do abomaso de ruminantes sdao denominadas coagulantes
(ANDREN, 2002).

Nos tltimos anos, devido ao aumento da produ¢do mundial de queijos, a redugdo da
oferta de coalhos de bezerros e ao elevado custo da quimosina bovina, houve o estimulo a
procura por fontes alternativas para substituir este coalho (FOX et al., 2000; VISSER,
1993). Nesse contexto, existem vdrios tipos de coagulantes propostos como os de origem
vegetal, microbiana e a quimosina obtida por fermentacdo (BENEDET, 1993).

Coagulantes extraidos de flores do cardo Cynara cardunculus sdo utilizados ha
séculos na produgdo de queijos artesanais, principalmente em Portugal e Espanha (SOUSA
et al., 2001; SOUZA; MALCATA, 1998). Outra alternativa ao coalho animal, € a
quimosina obtida por fermentacao, constituida de quimosina pura. Essa € obtida através da
técnica de DNA recombinante, que permite a abtencdo da quimosina através do uso de
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisae, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactics, A.
nidulans, A. niger e Trichoderma reesei (WALSTRA et al., 2006; NEELAKANTAN et al.,
1999).

Inumeras pesquisas foram realizadas com bactérias e fungos com o objetivo de
avaliar a capacidade de produgdo de enzimas que coagulam o leite e suas caracteristicas
proteoliticas (SCOTT, 1998). Apesar de apresentarem algumas propriedades diferentes em
relacdo a quimosina, algumas proteases de origem microbiana possuem acao similar a esta
enzima, mostrando-se adequadas para a fabricacdo de queijos. Tais coagulantes podem ser
facilmente produzidos por fermentagdo e sdo disponiveis quase que de maneira ilimitada.
Rhizomucor miehei, R. pusillus, Endothia parasitica, Aspergillus oryzae e Irpex lactis, sdo
alguns exemplos de micro-organismos que ja sdao extensivamente utilizados para a
producdo de coagulantes e adequados para substituir o coalho animal (NEELAKANTAN et
al., 1999). O coagulante obtido de Rhizomucor miehei possui maxima atividade coagulante
em pH 6,6 — 6,8 a 60 °C, possuindo ainda atividade a 70 °C (ROGELIJ et al., 2001).

Pesquisas mostram novas proteases microbianas obtidas de diversas fontes sendo

investigadas como substitutos de coalho, como por exemplo, os estudos realizados com os



micro-organismos Nocardiopsis sp (Cavalcanti et al., 2005), Rhizopus oryzae (Kumar et al.,
2005) Mucor bacilliformis (Machalinski et al., 2006), Bacillus subtilis natto (Chwen et al.,
2009), Metschnikowia reukaufii (Chi et al., 2009), Gliocladium verticilloides (Silva et al.,
2009) Aspergillus oryzae MTCC 5341 (Vishwanatha et al., 2010) e Bacillus licheniformis
(Ahmed; Helmy 2012).

O estudo conduzido por Merheb-Dini et al. (2010) apresentou a obten¢do de uma
protease coagulante a partir do fungo termofilico Thermomucor indicae-seudaticae N31
isolado de pilha de bagago de cana-de-actiicar (MARTIN et al., 2010). O extrato enzimético
foi produzido por fermentacdo em estado sdlido utilizando-se farelo de trigo como
substrato. Em curto periodo de tempo (24 horas), o micro-organismo secretou
extracelularmente a enzima. O extrato enzimatico apresentou maxima atividade coagulante
em pH 5,7 e a 70 °C e estabilidade na faixa de pH 3,5 a 4,5 ¢ 5,0 a 6,0 e de 35°C até 40-
45°C (Merheb-Dini et al., 2010). O extrato enzimdtico foi utilizado com sucesso na
fabricacdo de queijo Prato em escala laboratorial e se mostrou muito interessante do ponto
de vista tecnolégico porque além de possuir forte atividade coagulante e baixa atividade
proteolitica sobre as caseinas do leite, foi obtido rapidamente utilizando-se um substrato

barato (Merheb-Dini et al., 2012).

3.3 Queijo Prato

Dados da Associagdo Leite Brasil mostram que, em 2007, cerca de 35% do leite
produzido no pais (6,3 bilhdes de litros) foi destinado para a producdo de queijos (TURCO,
2008). Entre os anos de 2002 e 2006, a produgdo de queijos apresentou um crescimento em
torno de 20%. A producgao de 2006 representou um faturamento de 3,7 bilhdes de reais
(SEBRAE, 2008). Dados mais recentes da ABIQ (2012) apontam que em 2011, a producao
de queijos no pais foi de 812.638 toneladas, representando um crescimento de 9,3% quando
comparado ao ano anterior. Desse volume produzido, 161.450 toneladas, aproximadamente
20% foram de queijo Prato. Esses dados denotam a importancia econdomica do queijo Prato
no pais, uma vez que a produgdo aumenta ano apds ano.

O queijo Prato € um queijo tipico brasileiro e atualmente o terceiro mais consumido

no pais (ABIQ, 2012). Ele foi introduzido no Brasil por imigrantes dinamarqueses e



originou-se dos queijos Danbo dinamarqués e Gouda holandés (PERRY, 2004). E um
queijo gordo, de média umidade, de massa semicozida e lavada possuindo um corpo macio
e sabor suave (SILVA, 2005). Sua composi¢ao média € de 42-44% de umidade, 26-29% de
gordura, pH 5,2-5,4 e 1,6-1,9 de sal (FURTADO; LOURENCO NETO, 1994).

Por definicdo, entende-se como queijo Prato, o queijo maturado que se obtém por
coagulacdo do leite por meio do coalho e/ou outras enzimas coagulante apropriadas,
complementada ou ndo pela acdo de bactérias laticas especificas (BRASIL, 1997).

O processo de fabrica¢do do queijo Prato compreende adicao de cultura latica, cloreto
de cdlcio, corante urucum e coagulante ao leite. Apds a coagulacdo, a massa é cortada e
agitada. Em seguida, retira-se 30% do soro e inicia-se o aquecimento gradativo da mistura
massa/soro, com adicao de dgua a 80 °C, até que a mistura alcance a temperatura de 42 °C.
A mistura é mantida nesta temperatura, sob agitacdo, até obten¢do do ponto de massa. As
etapas seguintes sao dessoragem, enformagem, prensagem, salga em salmoura e maturagio
(FURTADO; LOURENCO NETO, 1994; SILVA, 2005).

De acordo com a legislagdo brasileira (BRASIL, 1997) o queijo Prato deve possuir as
seguintes caracteristicas sensoriais:

- consisténcia semidura, elastica;

- textura compacta, lisa, fechada, com alguns olhos pequenos arredondados e/ ou
algumas olhaduras mecanicas;

- cor amarelo ou amarelo-palha;

- sabor caracteristico;

- odor caracteristico; e

- ndo possuir crosta, ou uma crosta fina, lisa e sem trincas.

Para estabilizacdo de suas caracteristicas especificas, o queijo Prato deve apresentar
um periodo de maturacdo maior ou igual que 25 dias. Deve ser conservado a uma
temperatura nao superior a 12 °C. (BRASIL, 1997). Pode possuir vdrias formas tais como
paralelepipedo de secdo transversal, retangular, cilindrico ou esférico, mas € bastante
utilizado com formato retangular, conhecido como Prato lanche para facilitar seu

fatiamento, uma vez que € muito utilizado para sanduiches (SEBRAE, 2008).



3.4 Mudangas bioquimicas no queijo durante a maturagcao

Durante a maturacdo ocorre uma multiplicidade de eventos microbiolégicos,
quimicos e bioquimicos e os principais constituintes do queijo, proteinas, lipideos e lactose
residual, sao degradados (FOX; McSWEENEY, 1997). E um processo complexo e delicado
que € influenciado por um grande niimero de fatores como pH, conteido de umidade, teor
de sal, flora microbiana, entre outros (KLOOSTERMAN, 1991).

As mudangas bioquimicas primérias que podem ocorrer durante a maturagdo dos
queijos envolvem o metabolismo da lactose residual do lactato e do citrato, lipdlise e
protedlise e as mudancas secunddrias envolvem o metabolismo de dacidos graxos e
aminoacidos (McSWEENEY, 2004a; UPADHYAY; McSWEENEY, 2003). Como
resultado dessas mudangas, hd formagcdo de numerosos compostos, como peptideos,
cetonas, aminodcidos livres e 4cidos graxos livres, que irdo conferir o sabor, aroma e
textura caracteristicos. O pH controla o tipo de fermentacdo e a atividade das enzimas. Os
queijos normalmente apresentam um pH menor nos primeiros dias de maturagdo. Isso €
regulado pela quantidade de lactose fermentada em &cido latico e a capacidade tamponante
da coalhada durante a fabricacdo do queijo. A capacidade tamponante é determinada pelas
concentracdes de fosfato de célcio ndo dissolvido, caseinas e lactato remanescente no
queijo (OLSON, 1996).

Para a fabricagdo de queijo Prato sao utilizadas culturas laticas mesofilicas compostas
por Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (SILVA, 2005).
Essas culturas laticas atuam produzindo dcido latico por meio da fermentacdo da lactose
durante a fabricagcdo de queijos e como consequéncia, ocorre redu¢do do pH. (SHEEHAN,
2007). A atividade da cultura latica € reduzida no final da fabrica¢do dos queijos devido a
combinacdo de fatores como, por exemplo, baixo valor de pH, alta concentracdo de sal e
falta de carboidrato fermentavel (McSWEENEY, 2004a). A formacdo de 4cido lético e o
metabolismo da lactose residual durante os estagios inciais da maturagdo reduzem o pH do
queijo para = 5 (+ 0,3) dependendo da sua variedade. Durante a maturagdo, o pH do queijo
aumenta devido a formacd@o de compostos contendo nitrogénio alcalino e/ou ao catabolismo
do acido latico. O pH do queijo Cheddar aumenta = 0,1 unidade apds seis meses de

maturacdo e o pH do queijo Gouda sobe de = 5,1 para 5,3-5,9 (FARKYE; FOX, 1990). A
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maior parte da lactose € perdida no soro (= 98%) e a que fica retida na massa (= 0,8-1,5) é
metabolizada rapidamente apds a drenagem do soro. A massa do queijo contém baixo nivel
de lactose, que € rapidamente metabolizado no inicio da maturacio a lactato que pode ser
catabolizado subsequentemente através de uma série de vias (FOX; LAW, 1991).

A protedlise € o evento mais complexo, € na maioria das variedades, o mais
importante acontecimento que ocorre durante a maturagdo de queijos (McSWEENEY,
2004b). E pré-requisito para as caracteristicas de desenvolvimento de sabor que &
influenciado pelo uso de cultura ldtica e coagulante adequado (NEELAKANTAN et al.,
1999). A contribui¢do da protedlise para o sabor dos queijos ocorre através da formagao de
peptideos, aminodcidos, aminas, dcidos, tidis, tioésteres, etc (FOX; LAW, 1991). A
protedlise atua também no desenvolvimento da textura dos queijos devido a quebra da rede
proteica, aumentando a capacidade de ligar dgua do codgulo. (McSWEENEY, 2004b;
SOUSA et al., 2001).

Os principais agentes proteoliticos envolvidos no processo de maturacdo sdo: o
coagulante residual; proteinases naturais do leite, especialmente a plasmina; bactérias
provenientes da cultura latica e suas enzimas que sdo liberadas a partir da lise celular;
bactérias contaminantes, ndo provenientes da cultura latica, que correspondem aos micro-
organismos sobreviventes ao tratamento térmico aplicado, ou que tiveram acesso ao leite
pasteurizado ou ao codgulo durante a fabricacdo do queijo. (VISSER, 1993; FOX; LAW,
1991).

A protedlise em queijos é medida através do NS pH 4,6 (%NT) e NS TCA 12%
(%NT). O NS pH 4,6 (%NT) estd fundamentalmente relacionado com as proteinases
naturais do leite e ao agente coagulante, os quais degradam a proteina em peptideos de alto
peso molecular na protedlise primdria. O NS TCA 12% (%NT) esta relacionado
principalmente com a atividade das endoenzimas e exoenzimas da cultura latica empregada
na fabricacdo do queijo e de possiveis contaminantes que degradam os peptideos de alto
peso molecular a peptideos de baixo peso molecular na protedlise secundéria
(NARIMATSU et al., 2003).

A quantidade de coagulante que permanece ativo no queijo depois da fabricacdo
contribui significantemente com a protedlise durante a maturagdo e a taxa de retencdo do

coagulante no queijo depende de vdrios fatores incluindo o tipo de coagulante, a
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temperatura de cozimento da massa, a variedade do queijo, pH e o teor de umidade final do
queijo (FOX; LAW, 1991; GUINEE; WILKINSON, 1992; VISSER, 1993). Segundo
Souza et al. (2001), apenas 0-15 % de coagulante adicionado ao leite permanece ativo no
coagulo apds a fabricagdo. A quimosina residual atua na ligacdo Pheys - Pheys da og-
caseina para produzir um grande peptideo C-terminal og-CN (f24-199) e um pequeno
peptideo a5-CN (f1-23) (FOX; McSWEENEY, 1997). A 05-CN (f24-199) € hidrolisada
pela quimosina nas ligagdes Leujo; — Lysjo, € mais lentamente em Phes, — Glyss, Leujgg —
Glu;1g, Pheys — Proyg e Leuyg — Sersy (UPADHYAY et al., 2004). A og-caseina € mais
resistente a hidrélise por quimosina que og;-caseina; os sitios de clivagem da og-caseina
por quimosina sdo restritos a regides hidrofobicas da molécula (sequéncias 90-120 e 160-
207). Em solugdo, a B-caseina € clivada por quimosina em sete sitios que podem resultar na
producdo de pequenos peptideos hidrofébicos, que sao amargos (McSWEENEY, 2004a). A
acdo dos coagulantes microbianos na caseina durante a maturacao de queijos € diferente da
quimosina. Os principais sitios de clivagem da protease do Rhizomucor miehei em 0y-
caseina sdo nas ligacdes Phe,s-Pheys, Pheys-Pheys, Metas-Lysioa, € Tyries-Tyries € em f-
caseina sdo Glus;-Lyss;, Valsg-Valsg, Meto3-Glygs € Phejgo-Leujq; (FOX et al., 2000).
Dentre os coagulantes microbianos, os coagulantes obtidos de Rhizomucor miehei
sdo os mais utilizados na fabricacdo de queijos e sdo mais proteoliticos e termoestaveis que
a quimosina. A quimosina € caracterizada por sua alta e especifica atividade coagulante e
em geral baixa atividade proteolitica (HARBOE et al., 2010). De acordo com Jacob et al.
(2011), muitas proteases microbianas possuem a¢ao similar a quimosina e sdo parcialmente
adequadas para a fabricacdo de queijos. Isso porque, essas enzimas apresentam alta
atividade proteolitica durante a fabricacdo dos queijos que pode levar a uma perda de
produtos de degragao da proteina para o soro que pode afetar negativamente o rendimento.
A plasmina (EC 3.4.21.7), proteinase natural do leite, tem sido reportada por possuir
atividade proteolitica durante a maturagdo de queijos. A maior parte da plasmina (= 90%)
no leite bovino existe na forma de seu precursor, o plasminogénio (FOX, 1992). Esta
enzima possui atuacgdo 6tima em pH 7,5 e portanto, sua importancia € mais pronunciada em
variedades de queijos onde o pH é mais elevado, como por exemplo, em queijo
Camembert, onde o pH aumenta durante a maturagao para =~ 7,0 (FOX, 1989; FOX et al.,

2000). Possui temperatura 6tima a 37 °C, € mais ativa em queijos que utilizam alta
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temperatura no cozimento da massa devido a desnaturacdo de proteases termosensiveis,
como o coagulante, por exemplo, e aumento da sua ativacdio (McSWEENEY, 2004a). A
clivagem primaria da B-caseina por plasmina ocorre em trés sitios, Lys 23 — Lys 29, Lys 105 —
Hisjps € Lysio7 — Glujgs, hidrélise que origina as y-caseinas [B-CN f 29-209 (y;-CN), f106-
209 (y2-CN) e f108-209 (y3-CN)], e protease peptona (PP) PP5 (B-CN f1-105 e f1-107),
PP8 B-CN f 29-105, £29-107 e B-CN f1-28. J4 a ogx-caseina em solugdo € clivada por
plasmina em oito sitios (FOX e McSWEENEY, 1997). A 04-CN (f24-199) € hidrolisada
lentamente por plasmina nas ligagdes Lysjo3 — Tyrjos € Lysios — Valjoo (UPADHYAY et al.,
2004).

Depois da fabricacdo, a textura dos queijos muda quase que continuamente, devido a
acdo da proteolitica. As mudancgas de textura no queijo ocorrem nas primeiras semanas da
maturagdo e ocorrem em duas fases. Na primeira fase, apds as duas primeiras semanas, 0
coagulante hidrolisa a ligacdo Pheys - Pheys da o4 -caseina formando ag- I - caseina
resultando no amolecimento incial dos queijos (CREAMER; OLSON, 1982). Na segunda
fase, as mudancas sdo mais lentas e sdo decorrentes da quebra da rede proteica como
resultado da protedlise e do aumento do pH (GUNASEKARAN; AK, 2003). A hidrélise da
as1- caseina pelo coagulante microbiano € similar ao bovino e quimosina, nos estigios
iniciais da maturagdo, proporcionando caracteristicas de textura semelhantes. Entretanto,
longos periodos de maturacdo com coagulante microbiano, podem levar a uma consisténcia
menos firme nos queijos (LAWRENCE et al., 1987). A textura do queijo pode ser definida
como um atributo sensorial resultante de uma combinagio de propriedades fisicas que sao
percebidas pelo tato, visdo e audicdo (O’CALLAGHAN; GUINEE, 2004). Um método
objetivo para avaliar a textura dos alimentos € através da andlise do perfil de textura (TPA)
utilizando-se o texturdmetro. O teste consiste em comprimir uniaxialmente um pedaco de
alimento duas vezes. Assim, durante o teste € realizada uma primeira compressao seguida
por um relaxamento e uma segunda compressao. Deste teste obtém-se um grafico de forca

versus tempo, do qual se calculam os pardmetros de textura (BOURNE, 2002).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengdo da enzima

O fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31 foi obtido da colecdo de fungos do
Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada — IBILCE — UNESP, Campus de Sao
José do Rio Preto — SP. A protease foi produzida de acordo com metodologia descrita por
Merheb-Dini et al. (2010), com modificagdes conforme descrito abaixo.

Inicialmente o fungo foi inoculado em frascos Erlenmeyer (250 mL) inclinados,
contendo 50 mL do meio Sabouraud e incubado em estufa a 45 °C por 2 dias para
crescimento. A cada frasco contendo o fungo foi adicionado 100 mL de solu¢do salina
esterilizada, composta de 0,1% dos seguintes sais: sulfato de amonia [(NH4),SO4], sulfato
de magnésio heptahidratado (MgSO,4.7H20) e nitrato de amdnia (NH4NOs3). A superficie
do meio foi raspada delicadamente obtendo-se uma suspensdo de micélios, que foi utilizada
para inocular os meios de fermentacdo. Foram preparados e esterilizados (120 °C/20 min),
em frascos Erlenmeyer de 500 mL, meios contendo 20 g de farelo de trigo. Os meios foram
inoculados com 27 mL da suspensdao micelial, obtendo-se 60% de umidade inicial, e foram
incubados a 45 °C estacionariamente por 24 horas. Para a extra¢do enzimdtica, 160 mL de
dgua destilada foram adicionados aos meios. Os frascos foram agitados a 100 rpm / 30
minutos, o conteddo foi filtrado e centrifugado a 30996 x g 20 minutos a 5 °C. A solucdo
obtida, denominada extrato enzimético bruto, foi filtrada em papel de filtro Whatman n°l e
concentrada por ultrafiltracdo (Quixstand System, GE) até atingir atividade enzimdtica de
666 U/mL. Para cada processamento de queijo, 300 mL de extrato concentrado foi
produzido e utilizado. O extrato concentrado foi congelado em frascos plasticos,
acondicionado em isopor com gelo e transportado para a Unicamp.

A atividade enzimadtica foi determinada de acordo com Arima et al. (1970), com
modificagdes. Cinco mL de solucdo de leite desnatado (Itambé) reconstituido a 10% (p/v)
com CaCl, 0,01 M foi pré incubada a 35 °C por 10 minutos. Foi adicionado 0,5 mL de
solucdo enzimdtica e iniciou-se a contagem do tempo. A formacdo do codgulo foi
observada enquanto rodava-se o tubo de ensaio manualmente. O tempo em que as primeiras

particulas foram formadas foi medido. Uma unidade de atividade coagulante (UAC) foi
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definida como a quantidade de enzima necessdria presente em 1 mL de extrato que
coagulou 10 mL de substrato em 40 minutos e foi calculada de acordo com Shata (2005):
U/mL = 2400/T x S/E, onde T é o tempo necessdrio para formagdo do coagulo, S é o

volume de leite € E € o volume de enzima.

4.2 Fabricagdo do queijo Prato

Os queijos foram fabricados em tanque de ago inox tipo queijomatic, através de
método tradicional de fabricacdo como descrito por Furtado e Lourengo Neto (1994). Para
cada processamento, no dia anterior a fabricacdo, 100 litros de leite cru proveniente do
Laticinio Atilatte (Fazenda Atibainha, Atibaia, SP) foi tratado termicamente (68 °C/2
minutos), resfriado a 4 °C, dividido em duas porcdes de 50 litros e armazenados em camara
fria (4 £ 1°C). No dia seguinte, o leite foi colocado na queijomatic e aquecido a 35 °C. Uma
porcdo de 50 L foi utilizada para a fabricacdo do queijo Prato adicionado da enzima do 7.
indicae-seudaticae N31, identificado no texto como queijo Prato Thermomucor. A outra
porc¢ao foi utilizada para a fabricagao do queijo Prato adicionado do coagulante microbiano
comercial (Alternative, Bela Vista - produzido por fermentacdo por Rhizomucor sp.),
identificado no texto como queijo Prato Controle. Para ambos os tratamentos, apds o
aquecimento a 35 °C o leite foi adicionado de cloreto de cdlcio (250 ppm), corante urucum
(80 ppm), cultura latica tipo O (Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris - R704, Chr. Hansen) na propor¢ao de 1% (v/v), e coagulante calculado para
coagular em 55 min (Thermomucor) e 35 min (Controle). A quantidade de coagulante
adicionada foi determinada através da forca do coalho. O queijo Controle foi fabricado de
forma tradicional, utilizando-se o tempo de 35 minutos para a coagulacdo, que também foi
utilizado por Cichoscki et al. (2002), Mazal et al. (2007) e Kubo et al. (2013). O queijo
Thermomucor foi fabricado utilizando-se o tempo de coagulacdo de 55 minutos, a partir de
estudos realizados por Dini (2010), onde a enzima aplicada para producdo de queijo Prato
foi produzida e concentrada de forma a possuir uma atividade enzimatica de 666 U/mL que
coagulou 15 L de leite em aproximadamente 45 minutos. O tempo de coagulacdo para o
queijo Thermomucor foi determinado em fun¢do da concentragado e atividade da enzima de

acordo com as condic¢des possiveis do laboratério de producdo. Ao atingir o ponto de corte,
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o gel foi cortado em cubos de 1 cm de aresta e seguiram-se as etapas de tratamento da
massa: agitacdo por 15 minutos, dessoragem parcial (retirada de 30% do soro), lavagem e
cozimento da massa através da adicdo de 20% dgua a 80 °C de modo a aumentar a
temperatura da mistura codgulo/soro para 42 °C (1 °C a cada 3 minutos). Apds atingir o
ponto de massa, foi feita a dessoragem e a massa foi colocada em formas retangulares de
0,5 kg e prensada. A prensagem ocorreu em quatro etapas da seguinte maneira: primeira
prensagem: 15 psi por 15 min; segunda prensagem: 15 psi por 15 min; terceira prensagem:
35 psi por 30 min; e quarta prensagem: 45 psi por 90 min. Os queijos foram fermentados
por 5 horas em temperatura ambiente e salgados em salmoura (20%) por 10 horas (5 °C).
Ao final da salga, os queijos foram secos por 48 horas (12 °C), embalados a vicuo em

plastico termo-encolhivel e armazenados a 12 °C por 50 dias.

4.3 Amostragem e anélises

O leite cru foi submetido a determina¢@o de pH, acidez, densidade, gordura e extrato
seco total.

Para verificar a efici€éncia do tratamento térmico o leite foi submetido a avaliagao da
atividade das enzimas lactoperoxidase e fosfatase alcalina. O leite tratado termicamente foi
avaliado quanto ao pH, acidez, gordura, extrato seco total, cinzas, nitrogénio total (NT),
nitrogé€nio solivel em pH 4,6 (NS pH 4,6) e nitrogénio solivel em TCA 12% (NS TCA
12%).

O pH foi avaliado durante o processo de fabricacao dos queijos nas seguintes etapas:
leite no tanque, apds a adi¢do de cultura, corte, primeira dessora, final do aquecimento,
segunda dessora e enformagem.

Amostras de soro foram coletadas para realizacao das seguintes andlises: pH, acidez,
gordura, extrato seco total, cinzas, nitrogénio total (NT), nitrogénio soldvel em pH 4,6 (NS
pH 4,6) e nitrogénio solivel em TCA 12% (NS TCA 12%).

Em cada dia de amostragem, um queijo foi escolhido aleatoriamente, a parte externa
do queijo foi retirada e desprezada, foi cortado em cubos e triturado em multiprocessador.
Os queijos foram avaliados apds 6 dias de fabricacdo (2 dias de armazenamento apoés

embalagem a vicuo) para obten¢cdo da composi¢do com relacdo ao pH, acidez, extrato seco
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total, gordura, cinzas, sal, nitrogénio total, nitrogénio solivel em pH 4,6 e nitrogénio
solivel em TCA 12% e ap6s 9, 16, 30, 40 e 50 dias de armazenamento refrigerado (12 °C)
ap6s serem embalados a vdcuo para o acompanhamento da maturacdo. A maturacdo foi
acompanhada através das andlises de pH, acidez, extrato seco total, protedlise, firmeza e
perfil eletroforético.

Com base na composicdo dos queijos e dos soros foram calculadas as taxas de

recuperacgdo dos constituintes do leite para o queijo e soro e o rendimento ajustado.

4.4 Determinagdes analiticas

4.4.1 Analises fisico-quimicas

O pH foi determinado através da utilizacao de potencidometro calibrado, com eletrodo
introduzido diretamente nas amostras de leite, soro e de queijo.

A acidez tituldvel foi determinada através da titulacdo com hidréxido de sédio 0,1N
em presenca de indicador fenolftaleina. Para leite e soro, coletou-se a amostra e mediu-se
diretamente a acidez; para o queijo, a amostra foi duluida em dgua morna, agitada com o
auxilio de um mixer, filtrada e titulada (AOAC 2006).

A densidade foi determinada para o leite cru através do lactodensimetro com
correcao de temperatura (AOAC 2006).

A atividade das enzimas lactoperoxidase e fosfatase alcalina foi realizada segundo
LANARA (1981) e AOAC (2006) respectivamente.

O extrato seco total (EST) foi determinado pelo disco de Ackermann para o leite cru e
para o leite tratado termicamente, soro e queijo determinado por secagem em estufa a 105
°C até peso constante, de acordo AOAC (2006).

A gordura foi determinada pelo método de Gerber (leite e queijo) de acordo com
British Standard Institution (1989) e por Monjonnier (soro) de acordo com AOAC (2006).

A determinacgdo de cinzas foi realizada por incineracdo em mufla a 550 °C até peso
constante, de acordo com AOAC (2006).

O teor de sal do queijo foi determinado pelo método Volhard, onde as amostras de

queijo foram adicionadas nitrato de prata, d4gua e 4acido nitrico e foram digeridas em placa
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aquecedora. Procedeu-se a titulacdo até as amostras passarem de amarelo claro para laranja
claro (RICHARDSON, 1985).

O nitrogénio total (NT) foi determinado para o leite e para o soro através do método
micro-Kjeldahl e para o queijo foi utilizado o método macro-Kjeldahl de acordo com
AOAC (2006). O teor de proteina total foi calculado multiplicando o NT pelo fator de
corre¢do 6,38.

O nitrogénio solivel em pH 4,6 (NS pH 4,6) foi determinado através do nitrogénio
soluvel do filtrado apds a precipitacdo no ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6) pelo método
macro-Kjeldahl, de acordo com AOAC (2006).

O nitrogénio soluvel em TCA 12% (NS TCA 12%) foi determinado através do
nitrogénio soluvel do filtrado, apds precipitacao pela adi¢do de 4cido tricloroacético (TCA
12%), pelo método macro-Kjeldahl, de acordo com AOAC (2006).

O teor de caseina foi calculada pela diferenca entre nitrogénio total e o nitrogénio
solivel em pH 4,6, multiplicado por 6,38.

A protedlise foi expressa com base nos valores de nitrogénio soluvel em pH 4,6 em
relacdo ao nitrogénio total [NS pH4,6 (%NT)], e de nitrogénio solivel em TCA 12% em
relacdo ao nitrogénio total [NS TCA12% (%NT)]. Esses valores foram utilizados para

acompanhar e comparar a protedlise dos queijos submetidos aos diferentes tratamentos.

4.4.2 Determinacdo da recuperagdo dos constituintes do leite e rendimento de

fabricagao dos queijos

A recuperacdo dos constituintes do leite e o rendimento do processo de fabricacdo
foram calculados conforme descrito por Mazal et al. (2007). A recuperagdo de proteina e

gordura (%R) foi calculada de acordo com a equacao 1:

goRij = >0 gauacao (1)

mleite x cz/eite
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Onde:
i: componentes do leite (proteina, gordura)
J: amostra (queijo ou soro)
m: peso da amostra (g)
cij: porcentagem de i na amostra j
Myejee: peso do leite (g)

Clieite: porcentagem de i no leite

O rendimento ajustado, que considera os teores de sal e umidade desejaveis no queijo,
foi calculado segundo a equacdo 2. Para o queijo Prato foram considerados conteudos

desejaveis de sal de 1,6% e 42% de umidade.

_ R x [100 — (% conteiido real de umidade + % conteiido real de sal)]x100

ajustado

Equacdo (2)
[100 — (% contetido desejdvel de umidade + % contetido desejdvel de sal)]

4.4.3 Avaliagao do perfil eletroforético (Urea-PAGE)

A eletroforese foi realizada aos 2, 9, 16, 30 e 50 dias de maturacdo. Com base no teor
de proteina dos queijos apds quantificacao do nitrogénio total as amostras foram preparadas
de forma a apresentarem 0,4% de proteina. As amostras foram digeridas em tampao Tris-
HC1 0,5 M pH 6,7 contendo ureia 8 M e B-mercaptoetanol a 40 °C por 1 hora e foram
congeladas em tubos Eppendorf até o0 momento da anélise. As amostras foram submetidas a
urea-PAGE seguindo o método de Andrews (1983), com modificagcdes, o gel concentrador
foi preparado na concentragdo de 4% e o gel fracionador na concentracdo de 9%. A
separacdo ocorreu na voltagem constante de 120 V utilizando tampao Tris 0,025 M, glicina
0,192 M pH 8,3. As bandas foram coradas overnight por imersdao do gel em Coomassie
Brilliant Blue (R-250) e descoradas em solucdo descorante (10% é&cido acético, 40%

metanol e 50% agua).
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4.4.4 Avaliacdo da firmeza dos queijos

Para a avaliacdo da firmeza, de cada queijo foram retiradas de toda a sua extensao,
oito amostras cilindricas de 2 cm de didmetro e 2,4 cm de altura com o auxilio de uma
sonda de aluminio. Os cilindros foram embalados em filme pléstico, acondicionados em
sacos e mantidos em banho de &4gua gelada (10 °C) por no minimo 4 horas para
estabilizacdo da temperatura. A determinacdo da firmeza foi realizada em texturOmetro TA-
XT2, com probe de aluminio de 35 mm de didmetro. A velocidade do teste foi de 100
mm/min e com compressdo de 40% da altura inicial do cilindro de queijo, com repeticao

em 5 segundos (BOURNE, 2002).

4.5 Delineamento experimental e andlise estatistica dos resultados

Para avaliar o efeito do coagulante sobre a composicdo do queijo foram realizados
experimentos do tipo fatorial 2 x 6, em blocos completamente aleatorizados. O fator
coagulante teve dois niveis de variacdo (coagulante comercial e coagulante produzido pelo
T. indicae-seudaticae N31); o fator tempo de armazenamento teve 6 niveis de variacdo (2,
9, 16, 30, 40 e 50 dias de maturagdo). Os processamentos foram considerados como blocos
(processamentos 1, 2 e 3 para cada um dos queijos). Andlise de Variancia (ANOVA) foi
utilizada para avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre a composi¢ao fisico-quimica do
queijo e do soro, a recuperacdo de proteina e gordura e o rendimento de fabricacdo dos
queijos considerando-se apenas o efeito do coagulante. Para avaliagdo das caracteristicas
fisico-quimicas durante a maturagdo, foram avaliados, os efeitos independentes do
coagulante, do tempo de maturacdo, bem como a interacdo entre estes fatores. Para
comparacdes de médias foi utilizado o teste de Tukey considerando-se nivel de
significancia de 5%. A andlise de variancia foi realizada no programa Minitab 14 e o teste

de Tukey no programa Statistica 7.0.
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4.6 Analise Sensorial

A avaliacdo sensorial foi realizada apdés a aprovagdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa (Anexo 1) e apds a confirmacdo de que os produtos estavam de acordo com as
especificacdes de seguranca estabelecidas pela legislacdo brasileira (Brasil, 2001) que
determina padrdes para contagem de coliformes a 45 °C, estafilococos coagulase positiva e
pesquisa de Salmonella sp e Listeria monocytogenes para o queijo Prato. Estas andlises
foram realizadas pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL). Os laudos contendo as
metodologias analiticas utilizadas e os resultados encontram-se no Anexo 3.

A andlise sensorial foi realizada no 26° dia de armazenamento refrigerado, aplicando-
se um teste de aceitacdo a 100 assessores ndo treinados, no Laboratério de Andlise
Sensorial do Departamento de Tecnologia de Alimentos, FEA, UNICAMP.

Os testes foram realizados em cabines individuais, sob luz branca. Um cubo de queijo
de cada tratamento foi servido em recipiente plastico adequado, devidamente codificado
com numeros aleatérios de 03 digitos. As amostras foram servidas acompanhadas de
biscoito “cream cracker” e dgua mineral a temperatura ambiente, para remoc¢do do sabor
residual entre as amostras.

Os assessores receberam uma ficha com escala hedonica estruturada de nove pontos
(1 = desgostei extremamente; 5 = nem gostei / nem desgostei; 9 = gostei extremamente)
para avaliar o produto quanto a aparéncia, aroma, sabor, textura e impressdo global
(STONE e SIDEL, 1993). A impressao global foi apresentada através do grafico de barras
mostrando a frequéncia, que representa o nimero de pessoas que avaliaram o produto,
relacionada com o ndmero de respostas referentes a aceitacdo (notas de 6 a 9), indiferenca
(nota 5) ou rejeicdo (notas de 1 a 4) dos produtos. Para avaliar a inten¢do de compra foi
empregada escala heddnica de cinco pontos (1 = certamente ndo compraria; 3 = tenho
davidas se compraria ou ndo este produto; 5 = certamente compraria). A intencdo de
compra foi apresentada através do grafico de barras mostrando a frequéncia, que representa
o numero de pessoas que avaliaram o produto, relacionada com o nimero de respostas
referentes a escala hedonica de 5 pontos citada anteriormente. A ficha de Aceitacdo

Sensorial de queijo Prato utilizada pelos assessores apresenta-se no Anexo 2.

21



Os resultados obtidos no teste de aceitacdo foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) no programa Minitab, considerando-se como causa de variacdo as amostras e
assessores, considerando um nivel de significincia de 5%. Os resultados da intencdo de

compra foram avaliados de forma grafica, por histograma de barra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao dos leites cru e tratado termicamente

A Tabela 1 apresenta a composicdo média e o desvio padrdo das amostras de leite

destinado a fabricagdo do queijo Prato.

Tabela 1- Caracterizagdo fisico-quimica média e desvio padrdo do leite utilizado na

fabricagdo dos queijos (n=3).

Composiciao Leite cru Leite tratado termicamente
pH 6,78 = 0,07 6,79 + 0,07
Acidez (°D) 15,20 + 1,05 16,26 + 1,01
Densidade relativa a 15°C (g/mL) 1,032 £ 0,0 nd
Gordura (%) 3,43 +£0,29 3,43 +£0,29
Extrato seco total (%) 12,37 £ 0,35 11,82 +0,32
Cinzas (%) nd 0,72 +£0,02
NS pH 4,6 (%) nd 0,12 £ 0,007
Proteina total (%) nd 3,02 £0,22
NS TCA 12% nd 0,03 + 0,001
Caseina (% Proteina total) nd 75,51 + 2,88
Atividade da fosfatase alcalina Positiva Negativa
Atividade da lactoperoxidase Positiva Positiva

nd — ndo determinado

Observa-se que o leite utilizado na fabricacdo dos queijos atendeu aos padrdes exigidos
pela IN 62 (BRASIL, 2011) quanto aos parametros fisico-quimicos: minimo 3% de
gordura, acidez entre 14 a 18 °D, densidade relativa a 15 °C entre 1,028 a 1,034 g/mL e
minimo 2,9% de proteina total. Pode-se observar também que o tratamento térmico

aplicado ao leite foi adequado, apresentando resultados negativo para a atividade da

fosfatase alcalina e positivo para a lactoperoxidase.
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5.2 Efeito do tratamento sobre o comportamento do pH durante o processamento dos

queijos

A Tabela 2 apresenta o pH do leite e o comportamento do pH durante a fabricacao do

queijo para os diferentes tratamentos.

Tabela 2 - Valores de pH durante o processamento dos queijos (n=2).

pH

Etapas Queijo Controle  Queijo Thermomucor p*

Leite 6,73 £0,03 6,83 £ 0,06 0,193
Adi¢do de Cultura 6,59 £+ 0,00 6,61 £ 0,04 0,609
Corte 6,54 £ 0,01 6,52 + 0,00 0,184
Primeira Dessora 6,5 +£0,04 6,45 + 0,01 0,189
Final do Aquecimento 6,5 +£0,04 6,32 + 0,08 0,097
Dessora Final 6,47 + 0,04 6,24 + 0,00 0,012
Enformagem 6,47 + 0,04 6,24 + 0,00 0,012
Queijos' 5,13+£0,11 5,08 £0,09 0,603

" queijos avaliados apés 6 dias de fabricacio

*Ao nivel de 5% de significancia

Observa-se na Tabela 2 que o pH ndo diferiu entre os tratamentos nas etapas iniciais
de fabricacdo. A diferenca no pH ocorreu na etapa final do processo, diferindo
significativamente no momento da dessora final e enformagem do produto. Essa diferenca
ndo persistiu e os queijos, apds 6 dias de fabricacdo, ndo apresentaram diferenca no pH

(5,13 para o Queijo Prato Controle e 5,08 para o Queijo Prato Thermomucor).
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5.3 Composicao dos queijos e dos soros

A Tabela 3 apresenta a composi¢ado fisico-quimica dos queijos.

Tabela 3 - Caracterizacio fisico-quimica média e desvio padrdo dos queijos' (n=3).

Composiciao Controle Thermomucor p*

pH 5,13+£0,11 5,08 £0,09 0,6027
Acidez (°D) 0,91 +£0,13 0,98 £0,13 0,5935
Umidade (%) 44,0 £ 1,54 41,36 £ 1,47 0,0984
Gordura (%) 27,83 £2,60 29,33 +2.43 0,5058
GES? (%) 49,67 + 3,80 49,98 + 2,87 0,9162
Proteina total (%) 22,97 +£0,32 24,62 + 041 0,0051
PES’ (%) 41,03 £0,70 42 +£1,02 0,2440
Caseina (% Proteina total) 95,22 +1,92 96,30 + 1,02 0,4375
NS pH 4,6 (%) 0,16 £ 0,05 0,14 £0,03 0,6193
NS pH 4,6 (%NT) (%) 4,34 + 1,44 3,54 £0,79 0,4503
NS TCA 12% 0,06 £ 0,01 0,06 £ 0,02 0,8830
NS TCA 12% (NT) (%) 1,68 £ 0,23 1,61 £0,47 0,8409
Cinzas (%) 4,03 £0,38 4,08 £0,12 0,8345
Sal 1,93 £0,24 1,90 £ 0,04 0,8645
s/u? 4,38 £ 0,38 4,63 +0,29 0,4305
Firmeza (g) 1928 + 390,10 2496 + 333,52 0,1278

'queijos com 6 dias de armazenamento; * GES: Gordura no Extrato Seco; ; PES: Proteina
no Extrato Seco; 4S/U: Sal na umidade.

* Ao nivel de 5% de significancia

Pode-se observar na Tabela 3 que os tratamentos ndo afetaram significativamente a
composi¢do dos queijos, exceto o teor de proteina total, que foi maior no queijo
Thermomucor. No entanto, quando expresso em base seca, o teor de proteina ndo
apresentou diferenca entre os tratamentos. Esse resultado sugere que a diferenca observada

na porcentagem de proteina pode estar relacionada a diferenca de 3% nao significativa ao
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nivel de 5% de significancia na umidade dos produtos. Ambos 0s queijos atenderam aos
padrdes exigidos pela legislacdo quanto ao teor de gordura no extrato seco (45-59,9%) e
umidade (36-45,9%) (BRASIL, 1997) e apresentaram contetido médio de 42,68% + 1,87 de
umidade, 28,58% + 1,06 de gordura e 1,91% + 0,021 de sal, estando de acordo com o
esperado para queijo Prato (FURTADO e LOURENCO NETO, 1994; SILVA, 2005).
Resultados semelhantes de composi¢cdo do queijo Prato também foram reportados por
Augusto; Viotto (2008), Mazal et al. (2007), Silveira (2009), Tenério (2012). Estes
resultados indicam que o uso dos diferentes coagulantes ndo afetou a composi¢do dos

queijos, que foi tipica de queijo Prato.

A Tabela 4 apresenta a composicdo quimica média dos soros resultantes de cada

processamento.

Tabela 4 - Caracterizagdo fisico-quimica média e desvio padrao dos soros (n=3).

Composicao Controle Thermomucor p*

pH** 6,42 + 0,07 6,18 £ 0,04 0,049
Acidez (°D)** 12,28 + 0,86 13,94 £ 0,96 0,212
Extrato seco total (%) 7,04 +0,09 7,16 £0,2 0,204
Gordura (%) 0,54 + 0,06 0,63 +0,11 0,293
Proteina total (%) 0,78 £ 0,03 0,85 +0,03 0,056
NS pH 4,6 (%) 0,13 £0,01 0,14 £ 0,01 0,479
NS TCA 12% 0,04 + 0,003 0,05 + 0,01 0,057
Cinzas (%) 0,52 + 0,01 0,53 +0,03 0,674

*Ao nivel de significancia de 5%

)

Os tratamentos ndo afetaram as caracteristicas do soro, com excessdo do pH, que foi
ligeiramente menor para o queijo Thermomucor, conforme observado durante o processo
de fabricacdo (Tabela 2). Em relacdo aos teores de proteina e gordura do soro verifica-se
que os mesmos estdo de acordo a literatura. Perdas de gordura no soro variam e podem

estar em torno de 0,41 a 0,80 (SPADOTI et al., 2003; SILVEIRA, 2009; AUGUSTO;
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VIOTTO, 2008; SIQUEIRA et al., 2002) e perdas de proteina estdo em torno de 0,62 a 0,98
(SILVEIRA, 2009; MAZAL et al., 2007; AUGUSTO; VIOTTO, 2008; SPADOTI et al.,
2003). As caracteristicas fisico-quimicas dos soros indicam comportamento similar dos

coagulantes.

5.4 Efeito do tratamento na recuperacdo dos constituintes do leite e rendimento de

fabricacdo dos queijos.

Com relacdo a recuperacdo dos constituintes do leite observa-se na Tabela 5 que os
tratamentos ndo afetaram a recuperagdo de proteina e gordura do leite para os queijos e para

0OS SOros.

Tabela 5- Efeito dos tratamentos na recuperacdo dos constituintes no queijo, no soro e

rendimento dos queijos (n=3).

Controle Thermomucor p*
Recuperacio no queijo (%)
Proteina 76,21 + 5,66 77,02 £5,53 0,868
Gordura 81,09 £ 6,63 80,62 + 6,02 0,932
Recuperacao no soro (%)
Proteina 22,42 + 1,68 25,18 £2,81 0,219
Gordura 13,51 £ 1,47 16,15 £2,48 0,187
Rendimento (%)
Rendimento ajustado 9,57 £0,34 9,48 + 0,40 0,518

*Ao nivel de 5% de significancia

Ao se observar o rendimento ajustado (Tabela 5), que leva em consideracdo os
conteddos de umidade e sal, real e desejavel, verifica-se que o queijo Thermomucor ndao
diferiu significativamente do queijo Controle. O rendimento ajustado foi similar aos
observado por Mazal et al. (2007) e Silveira (2009) para os mesmos ajustes de umidade

(42%) e sal (1,6%). Augusto; Viotto (2008) também ndo observou diferenca no rendimento
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ajustado para os queijos Prato fabricados com diferentes coagulantes e diferentes tipos de

aquecimento.

5.5 Maturagdo dos queijos

A Tabela 6 apresenta o efeito do tratamento, do tempo de armazenamento, bem como
da interacdo destes fatores sobre o pH, a acidez, umidade, a protedlise e firmeza durante a

maturaco.

Tabela 6 - Efeito dos tratamentos, do tempo de armazenamento e da interagcdo tratamento x
tempo sobre o pH, acidez, umidade, NS pH 4,6 (%NT), NS TCA 12% (%NT) e firmeza dos

queijos durante a maturacdo obtidos na andlise de variancia (ANOVA) (n=3).

Valores de p
Fatores GL pH Acidez Umidade NSpH4,6 NSTCA 12% Firmeza
(%NT) (%NT)
Coagulante 2 0,683 0,204 <0,0001 <0,0001 0,381 <0,0001
Tempo 5 0,554 <0,0001 0,273 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Coagulante xTempo 5 0,856 0,530 0,732 0,588 0,838 0,978

P<0,05

A Tabela 6 mostra que os tratamentos, o tempo de armazenamento e a interagdo
tratamento x tempo nao afetaram o pH ao longo da maturacdo. Em média, o pH dos queijos
foi 5,10 £ 0,02 e 5,09 £ 0,03 para os queijos fabricados com a protease do Thermomucor e
com o coagulante comercial, respectivamente. Durante a maturagdo o pH pode diminuir,
como verificou Dornellas (1997) devido a produc¢do de acido latico por acdo das bactérias
laticas ou aumentar, como observado por Silveira (2009) devido a formacdo de compostos
nitrogenados alcalinos. Neste caso, como o pH nao variou durante a maturagio, pode-se
supor que o aumento significativo de acidez ao longo do tempo (Figura 1) foi equivalente a
producdo de compostos nitrogenados, mascarando a variacdo do pH dos queijos ao longo

do armazenamento.
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Figura 1 - Efeito do tempo de armazenamento sobre a acidez do queijo Prato durante a

a, b, c

maturagdo (n=3). Valores com letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

significancia.

Verifica-se que o tempo de armazenamento ndo afetou a umidade dos queijos, porém,
a umidade foi afetada pelos coagulantes, sendo menor para o queijo Thermomucor (Tabela
6). A umidade média do queijo Thermomucor foi 41,07 = 0,47, enquanto que do queijo
Controle foi 43,26 + 0,55.

Os coagulantes e o tempo de armazenamento afetaram significativamente a protedlise
[NS pH 4,6 (%NT)] do queijo Prato que, foi maior para o queijo Controle. Os queijos
Thermomucor e Controle apresentaram, em média, 7,81 + 3,34 ¢ 9,75 + 3,81% de NS pH
4,6 (%NT), respectivamente. Sugere-se que a maior protedlise nos queijos produzidos com
o coagulante comercial pode ser decorrente de maior quantidade de coagulante ativo no
codgulo, que leva a um aumento da clivagem das caseinas durante a maturacdo, uma vez
que as proteinases do Rhizomucor miehei sdo caracterizadas por terem relativamente
elevada atividade proteolitica e estabilidade ao calor (at¢ 60 °C) (WALSH; LI, 2000;
HARBOE et al., 2010), contribuindo para que permanecessem ativas apos o tratamento da
massa (42 °C). Ja a protease do Thermomucor indicae-seudaticae N31 ndo € tao
termoestavel (até 40-45 °C) (DINI, 2010) e provavelmente sofreu maior desnaturacao
durante a etapa de tratamento térmico da massa. De acordo com o trabalho realizado por
Augusto (2003) verificando a eficiéncia do tipo de coagulante (Rhizomucor miehei, coalho

bovino e quimosina obtida por fermentagdo) nas caracteristicas do queijo Prato, ficou
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evidenciado que os queijos fabricados com a protease do Rhizomucor miehei apresentaram
os maiores indices de extensdo da protedlise, mostrando a maior atividade proteolitica
desse coagulante.

A Figura 2 apresenta o comportamento NS pH 4,6 (%NT) e do NS TCA 12% (%NT)
dos queijos ao longo da matura¢do. O NS pH 4,6 (%NT) variou de 3,93 + 0,56 a 13,08 +
1,42 e o NS TCA 12% (%NT) variou 1,64 + 0,05 a 5,93 + 0,09 durante os 50 dias de

maturacao.
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Figura 2 - Efeito do tempo de armazenamento sobre o teor de NS pH 4,6 (%NT) (®) e de
NS TCA 12% (%NT) (o) do queijo Prato durante a maturagdo (n=3). b e dyalores com

letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

O aumento dos indices de maturacdo era esperado, pois essas fracdes nitrogenadas
aumentam devido a degradacdo da caseina ao longo do tempo. Estudos realizados por
Folegatti (1994), Narimatsu et al. (2003) e Spadoti et al. (2005) também observaram
aumento do teor de NS pH 4,6 (%NT) e NS TCA 12% (%NT) durante a maturacao.

Na Figura 3 encontra-se o perfil eletroforético dos queijos obtidos através da

eletroforese em gel urea-PAGE.
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Figura 3 - Perfil de degradacdo das caseinas dos queijos Prato durante 50 dias de
maturacdo. T representa os queijos fabricados com o coagulante do Thermomucor indicae-
seudaticae N31 (Thermomucor) e C os queijos produzidos com o com o coagulante
comercial (Controle) e 2, 9, 16, 30 e 50 representam os dias de maturacao apresentados no

eletroferograma.

A Figura 3 mostra a degradagdo das caseinas dos queijos produzidos com o
coagulante do Termomucor indicae-seudaticae N31(T, a Tsp) € com o coagulante comercial
(C, a Csp) durante 50 dias de maturacdo. Nota-se degradacdo similar para ambos os
coagulantes testados. Os resultados mostram que ocorreu o desdobramento gradual e
crescente da oy;- caseina em oy -I-caseina com o tempo de maturacio para ambos os queijos
evidenciando a acdo residual do coagulante. Pode-se observar também o aparecimento de y-
casefnas com aumento da intensidade das bandas com o tempo, indicando uma possivel
acdo da plasmina sobre a B-caseina. Durante a maturagdo a oy;-caseina € sempre a primeira
a ser hidrolisada e geralmente € a mais extensivamente degradada (GRAPPIN et al., 1985).
Comportamento similar de hidrélise foi observado para queijo Prato por Augusto (2003),
Silveira (2009), Tenério (2012) e Merheb-Dini et al. (2012).

Ainda na Figura 3 pode-se observar uma degradacdo mais acentuada da o-caseina
para os queijos Controle com maior formacdo de produtos de degradacdo, o que esta de

acordo com o maior teor de NS pH 4,6 (%NT) deste queijo. A degradacao da B-caseina foi

31



pequena para ambos os queijos, o que fica evidenciado que a protedlise ocorrida deveu-se
fundamentalmente a acdo do coagulante.

Observa-se na que a firmeza foi afetada significativamente pelos coagulantes e pelo
tempo de armazenamento (Tabela 6). A firmeza do queijo Thermomucor (2296,23 g) foi
maior que a do queijo Controle (1737,55 g). O maior contetido de umidade leva a uma mais
rdpida reducdo da firmeza do queijo durante a maturacdo (LUCEY; KELLY 1994). A
maior firmeza do queijo Themomucor pode estar relacionada com o menor teor de umidade
deste queijo e com a menor degradacdo da caseina [NS pH 4,6 (%NT)]. O fato de o queijo
Controle provavelmente ter retido mais coagulante e ser mais umido, refletiu na maior
protedlise e menor firmeza deste queijo.

A Figura 4 mostra que a firmeza diminuiu com o tempo, o que j4 era esperado, uma
vez que durante a maturagdo as fragdes proteicas sao hidrolisadas, resultando no
amolecimento dos queijos. Durante a maturagdo, o sitio primario da a¢do do coagulante é
sobre ag-caseina na ligacdo Pheys — Pheys. Acredita-se que a clivagem dessa ligacdo €
responsavel pelo amolecimento inicial de queijos. Os pequenos peptideos formados desta
clivagem sado rapidamente hidrolisados pelas bactérias laticas (FOX; McSWEENEY, 1997;
UPADHYAY et al., 2004). A protedlise da caseina e dos seus produtos de degradacao
favorece a hidratacdo da matriz proteica e reflete na reducdo da firmeza, devido ao

enfraquecimento da matriz (FOX et al. 2000).
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Figura 4 - Efeito do tempo de armazenamento sobre a firmeza do queijo Prato durante a
maturagdo (n=3). * ® Valores com letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 5% de

significancia.
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Como ndo houve interacdo entre os fatores coagulante x tempo para nenhum dos
parametros avaliados (Tabela 6) conclui-se que o pH, a acidez, a protedlise e a firmeza
evoluiram de forma similar para ambos os queijos durante a maturagcdo demonstrando o
potencial da enzima do Thermomucor indicae-seudaticae N31 como agente coagulante para

a producdo de queijos.
5.6 Andlise Sensorial

Observa-se na Tabela 7 que ambos os queijos atendem aos padrdes microbioldgicos
exigidos para o consumo do produto que estabelece a tolerancia para amostra de contagem
de coliformes a 45°C (n=5, c=2, m=5x102, M=103), estafilococos coagulase positiva (n=5,
c=2, m=10%, M=10"), pesquisa de Salmonella sp. (ausente) e Listeria monocytogenes

(ausente).

Tabela 7 - Padrao microbioldgico dos queijos submetidos a avaliagdo sensorial (Anexo 3).

Queijo Prato Queijo Prato
Analises
Controle Thermomucor

Coliformes a 45°C (NMP/g)’ <3 <3
Estafilococos coagulase positiva

) <10 <10
(UFC/g)
Salmonella spp (em 25g) ausente ausente
Listeria monocytogenes (em 25g) ausente ausente

'NMP: Niimero mais provével por grama de amostra

*UFC: Unidade formadora de coldnia por grama de amostra

A Tabela 8 mostra que nenhum dos parametros avaliados (aparéncia, aroma, sabor,
textura, impressao global e intencdo de compra) apresentou diferenca significativa nos
queijos, os quais tiveram boa aceitacdo (Figura 5) com notas para impressao global de 7,06
+ 1,33 e 7,13 = 1,30, representando a categoria “gostei moderadamente” para ambos os

queijos, Thermomucor e Controle, respectivamente.
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Tabela 8 - Notas para os atributos dos queijos obtidas na avalia¢do sensorial (n=100).

Atributo Queijo Prato Queijo Prato p*
Controle Thermomucor

Aparéncia’ 7,75 + 1,00 7,55 1,01 0,1604
Aroma' 7,31 £1,23 7,43 £1,20 0,4854
Sabor’ 6,98 + 1,40 7,07 £1,43 0,6533
Textura' 7,20 £ 1,55 6,99 + 1,41 0,3176
Impressao global1 7,13 £ 1,31 7,06 + 1,33 0,7080
Intencao de compra2 3,81 + 1,09 3,80+ 1,02 0,9463

‘escala: 1 = desgostei extremamente, 7 = gostei moderadamente e 9 = gostei extremamente
“escala: 1= certamente nio compraria este produto a 5 = certamente compraria este produto
*Ao nivel de 5% de significancia
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Figura 5 - Impressdo global do queijo Thermomucor (m) e Controle (0). Aceitagdo: notas 6

a 9; Indiferenca: nota 5; Rejei¢do: notas 1 a 4

A Figura 6 mostra a frequéncia de respostas dos assessores em relacdo a categoria
intencdo de compra dos queijos Thermomucor e Controle e mostra que a maioria

provavelmente compraria os queijos.
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Figura 6 - Intenc@o de compra dos queijo Thermomucor (m) e Controle (D).
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6. CONCLUSOES

A comparacdo da protease do fungo Thermomucor indicae-seudaticae N31 com uma
protease flingica comercial mostrou que a nova enzima testada ndo afetou a composi¢ao, o
rendimento, o comportamento geral durante a maturacdo e as caracteristicas sensoriais dos
queijos obtidos. Sugere-se que a protease do Thermomucor indicae-seudaticae N31 tem

potencial tecnoldgico para a fabricacio de queijo Prato.
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ANEXO 1

Parecer de Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE'CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

®% www.fcm.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 28/06/11
(Grupo 11I)

PARECER CEP: N° 470/2011 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias refi a este projeto).
CAAE: 0400.0.146.000-11

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIAC:\O DO POTENCIAL TECNOLOGICO DA PROTEASE DE
THERMOMUCOR INDICAE-SEUDATICAE N31 PARA PRODUCAO DE QUELJIOS”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Carolina Merheb Dini

INSTITUIGQAO: Faculdade de Engenharia de Alimentos/UNICAMP

AI’R_ESEN’I'ACAO AO CEP: 06/06/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 28/06/12 (O formulrio encontra-se no site acima).

IT - OBJETIVOS.

Produzir queijo Prato e Parmes3o com a protease coagulantes de Thermomucor indicae-
seudaticae N31 e avaliar a atuag@o da enzima durante a maturagdo dos mesmos para inferir sobre
seu potencial tecnologico.

11 - SUMARIO.

Serdo selecionados voluntdrios para a avaliagio sensorial dos atributos aparéncia, aroma,
sabor ¢ textura dos queijos. O extrato enzimdtico obtido do fungo foi analisado quanto a
presenga de micotoxinas pelo Laboratorio de Micotoxinas do Departamento de Agroindustria
Alimentar ¢ Nutrigao — Esalg/USP, cujo resultado foi negativo. Alem disso, as andlises exigidas
pela legislagdo brasileira em relagdo ao padrido microbioldgico do produto serdo realizadas
previamente a avaliagio sensorial pelos voluntirios. A hipétese do estudo € que esse novo
coagulante possa ser empregado na produgdio dos queijos sem a necessidade de alterar os
parameltros tecnologicos tradicionais e que as caracteristicas fisico-quimicas e sensérias dos
produtos obtidos sejam compardveis aos queijos produzidos com o coagulante comercial. O
emprego do novo coagulante poderia reduzir os custos de fabricag@o dos queijos.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES.

Estudo claro. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ¢ sucinto ¢ objetivo,
csclarece a metodologia. Os provadores serdo voluntirios, maiores de 18 anos, convocados
através de cartazes e avisos enviados por e-mail. O tnico risco envolvido seria alergia a um dos
componentes dos queijos, para evitar tal ocorréncia os voluntarios deverdo ser consumidores
regulares de queijos. Os alimentos tém pesquisa negativa de micotoxinas e serdo aprovados
quanto aos padrdes microbioldgicos.

Comité de Etiea em Pesquisa - UNICAMP

HKua: Tessdlia Yieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caina Posial 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas—SP cepi@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

%) www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

V- PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a compromelem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢).

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazes
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO,

Homologado na VI Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 28 de junho de 2011.

) P\—(,u.«u,
Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
; PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Ltica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caiva Postal 6111 FAX (119) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
By B8
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ANEXO 2

Ficha de aceitacdo aplicada aos provadores

Avaliacao Sensorial de Queijo Prato

Nome: Data:

Vocé estd recebendo uma amostra codificada de queijo Prato. Por favor AVALIE o quanto vocé gostou

ou desgostou da amostra, em relaciio aos parametros abaixo utilizando a escala:

Amostra Amostra
9. Gostei extremamente
Nota Nota 8. Gostei muito

Aparéncia 7. Gostei moderadamente
Aroma 6. Gostei ligeiramente
Sabor 5. Nem gostei/nem desgostei
Textura 4. Desgostei ligeiramente
Impressiao Global 3. Desgostei moderadamente

2. Desgostei muito
1. Desgostei extremamente

Por favor, INDIQUE qual a sua INTENCAO DE COMPRA em relacio ao produto.

Amostra: Amostra:
Nota: Nota:

1.Certamente ndio compraria este produto
2.Provavelmente ndo compraria este produto
3.Tenho dividas se compraria ou nio este produto
4. Provavelmente compraria este produto
5. Certamente compraria o produto

Comentdrios:

Obrigada!
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ANEXO 3

Laudos Anélises Microbioldgicas

2, GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

L)
ol JJ J SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
5 AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS

INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

RELATORIO DE ENSAIO RE 02.28-12 MATERIAL: Conforme descrito abaixo
CONTRATANTE: Mima Lucia Gigante DATA DE FABRICAGAO: vide abaixo
(Processo Fapesp n® 2011/51158) DATA DE VALIDADE: vide abaixo

END: Rua Monteiro Lobato, 80 Cidade DATA DE RECEBIMENTO: 24/01/2012
Universitaria Zeferino Vaz Barao Geraldo REALIZAGAOQ DA ANALISE: 24/01/2012
Campinas/SP CEP: 13083-971 DATA DE EMISSAO DO LAUDO: 02/10/12

NATUREZA DAS ANALISES: Microbioldgica

IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS

ldentificagdo .
Amostras das ANGEiras Lote Fabricagio Validade
Queijo Prato Processo 2 gam 110/12  N&o consta 19/00/12  Néo consta

Tratamento 1 (N31)

Queijo Prato Processo 2 N 18/09/12 N&
Tratamento 2 (Comercial) RSP do consta o consta

METODOLOGIAS

2 Preparo de amostras e diluigbes
DOWNES, F. P, and K. ITO (ed.). 2001. Compendium of methods for the microbiological
examination of foods, 4. Ed American Public Health Association, Washington, D. C.

y oliformes a 30-35°C e a 45°C

- 1S0O 4831. Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for the
detection and enumeration of coliforms -- Most probable number technique, 3rd Ed. The
International Organization for Standardization, 2006

- 1SO 7251. Microbiclogy of foed and animal stuffs — Horizontal method for the detection and
enumeration of presumptive Escherichia coli — Most probable number technique. 3rd Ed. The
International Organization for Standardization, 2005

. RAmM 110/12 e RAm 11112 p.1

Tecnolat

CENTRO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE LATICINIOS
Av. Brasil, 2880 = CEP 13.070-178 = Camplnas/SP = Brasil

Tel. 19 3743-1860 » Fax 19 3743-1862

http:/ /www.ital.sp.gov.br/tecnolat
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GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO
SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

2 3. Estafilococos coagulase positivo

- HENNING, D. R.; FLOWERS, R. REISER, R.; RYSER, E. T. In: WEHR,H.M. & FRANK,
JF.(ed.). Standard Methods for the Examination of Dairy Products, 17™ Robert T.
Marshall (ed.). American Public Health Association. Washington, D.C., 2004. Chapter 5,
p.103-152.

2.4. Salmonella spp

-1S0 and IDF. ISO 6785 / IDF 93: milk and milk products — Detection de Salmonella spp.
Suica, 2001

1 RESULTADOS DAS ANALISES

Oueijo Prato Processo 2 Queijo Prato Processo 2 -

DETERMINAGOES Tratamento 1 (N31) Tratamento 2 (Comercial)
o (RAm 110/12) {RAm1‘l1.’12)_
Coliformes a 30-35°C (NMP/g)* >1.100 1.100
Coliformes a 45°C (NMP/g} <3 <3
Estafilococos coag. positiva (UFC/g)** <10 <10
Salmonella spp (em 25 gramas de — ausente

_g_moslra}

* NMP - Namero mais provéavel por grama de amostra
* UFC - Unidade formadora de coldnia por grama de amostra

4 OBSERVAGOES

Os resultados destas andlises tém validade somente para as amostras analisadas.

As andlises foram realizadas com equipamentos e vidrarias calibrados. Suas
incertezas estdo de acordo com os critérios de aceite estabelecidos pelo Sistema da
Qualidade do ITAL e ndo entraram no cdlculo dos resultados apresentados, mas estdo
disponiveis.

Parecer e interpretagdes dos resultados expressos ndo fazem parte do escopo da
habilitagao deste laboratorio pela REBLAS.

Este relatério somente & valido com as assinaturas ou rubricas originais em todas as

suas paginas.

RAm 110/12 e RAm 111/12 p.2/3
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GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS

INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

5. RESPONSAVEIS TECNICOS

N
ﬁldwm ,q R o KA e S wams-
s _
Fdbiana Trento Izildinha Moreno
Pesquisador Cientifico Pesquisador Cientifico
TECNOLAT Diretor Técnico do TECNOLAT

Este relatério somente podera ser reproduzido na integra.
A reprodugdo parcial requer aprovagdo formal deste laboratorio.

RAm 110/12 e RAmM 111/12 p.3/3
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GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS

INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS

RELATORIO DE ENSAIO N° CQ 6609/2012MB

MATERIAL: Queijo Prato Processo 2 Tratamento 1 (N31) — Ram 110/12, Fabricagdo 19/09/12

INTERESSADO: Mirna Lucia Gigante — Projeto Fapesp 2011/51158-8

ENDERECO: Rua Monteiro Lobato, 80, Cidade Universitaria Zeferino Vaz, Sin°, Bardo Geraldo, Campinas (SP)
DATA DE RECEBIMENTO DA(S) AMOSTRA(S): 25/09/2012 DATA DE ANALISE: 26/09/2012
DATA DE EMISSAO DO RELATORIO: 08/10/2012

NATUREZA DA(S) ANALISE(S): MicrobiolGgica

RESPONSAVEL(EIS): Valéria C. A. Jungqueira, Maristela S. Nascimento

1. METODO(S)

1ISO 11290-1. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection and
enumeration of Listeria monocytogenes — Part 1: detection method, 1** ed. The International Organization for
Standardization, 1996. Amendment 1:2004.

2. RESULTADO(S)

Determinagdo Resultado
Listeria monocytogenes (em 25g) ausente

3. OBSERVAGOES

a) O Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos n#o foi responsavel pela amostragem e coleta do material, cuja
identificacdo foi fornecida pelo interessado. Os resultados aplicam-se exclusivamente a(s) amostra(s) analisada(s),
sendo vedado o uso do nome do ITAL, sob pena de indenizagdo, para qualificar produgao sobre a qual 0 mesmo
n&o exerceu controle. b) Este relatorio s6 tem wvalor oficial quando impresso em papel com marca d'agua, com
assinaturas ou rubricas originais em todas as paginas. Sua reproduggo sé pode ser feita na integra, sendo requerida
autorizacéo formal deste laboratério para reprodugéo parcial.

Visto:
Beatriz Thie lamanaka : Maristela S. Nascimento
Vice Diretpr Técnico de Servigo % Pasquisador Cientifico

Unidade Laboratorigl de Referéncia de Micrabiclogia o Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiologia
CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS rificad
Av. Brasil, 2880 = CEP 13.070-178 » Campinas/SP » Brasil B o
Tel. 19 3743-1781/1810/1786 » Fax 19 3242-4585 ISO 9001
email: cegatital.sp.gow.br

http:/ /www.ital.sp.gov.br
M
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GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO

AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS

RELATORIO DE ENSAIO N2 CQ 6610/2012MB

MATERIAL: Queijo Prato Processo 2 Tratamento 2 (Comercial) — Ram 111/12, Fabricagao 19/09/12
INTERESSADO: Mirna Lucia Gigante — Projeto Fapesp 2011/51158-8

ENDEREGCO: Rua Monteiro Lobato, 80, Cidade Universitdria Zeferino Vaz, S/n°, Bardo Geraldo, Campinas (SP)
DATA DE RECEBIMENTO DA(S) AMOSTRA(S): 25/09/2012 DATA DE ANALISE: 26/09/2012
DATA DE EMISSAOC DO RELATORIO: 08/10/2012

NATUREZA DA(S) ANALISE(S): Microbiolégica

RESPONSAVEL(EIS): Valéria C. A. Junqueira, Maristela S. Nascimento

1. METODO(S)

ISO 11290-1. Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the detection and
enumeration of Listeria monocytogenes — Part 1: detection method, 1™ ed. The International Organization for
Standardization, 1996. Amendment 1:2004.

2. RESULTADO(S)

Determinagéo Resultado
Listerfa monocytogenes (em 25g) ausente

3. OBSERVAGOES

a) O Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos ndo foi responsavel pela amostragem e coleta do material, cuja
identificacdo foi fornecida pelo interessado, Os resultades aplicam-se exclusivamente &(s) amostra(s) analisada(s),
sendo vedado o uso do nome do |TAL, sob pena de indenizagao, para qualificar produgfio sobre a qual o mesmo
nao exerceu controle. b) Este relatorio s6 tem valor oficial quando impresso em papel com marca d'agua, com
assinaturas ou rubricas originais em todas as paginas. Sua reprodugao s6 pode ser feita na integra, sendo requerida
autorizagao formal deste laboratério para reprodugdo parcial.

Visto:

Thie lamanaka Maristela S. Nascimento
Vice Diretor Técnico de Servigo *® Pesquisador Cientifico
Unidade Laboratorial de Referéncia de Microbiologia Unidade L ial de Referéncia de

CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS

Av. Brasil, 2880 « CEP 13.070-178 » Campinas/SP  Brasil
Tel. 19 3743-1781/1810/1786 e Fax 19 3242-4585

emaili ccqatiital.sp.uovbr

http:/ /wwwi.ital.sp.gov.br
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