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RESUMO

MATURACAO DO QUEILJO TIPO PRATO: INFLUENCIA DA ADICAO DE
ENZIMAS PROTEOLITICAS NO PROCESSO

A maturagio do queijo é um processo complexo envolvendo a formagdo de
variedades de componentes de aroma e sabor por diferentes vias, bem como uma
mudanca nas propriedades fisicas e estruturais da matriz protéica. No queijo Prato este
processo corresponde a um periodo de aproximadamente 40 dias. Este produto
tipicamente brasileiro vem sofrendo uma descaracterizagio progressiva devido
principalmente a alteragdes no processo de cura, visando diminuir os custos. Diante de
tal problema a alternativa mais viavel consiste na aceleragdo da maturagdo, e dentre os
métodos empregados, a adigdo de enzimas proteoliticas € o de mais facil aplicagdo
pratica. Neste trabalho, foram avaliados os parametros tecnologicos de fabricagdo e as
variaveis envolvidas na cura do queijo tipo Prato obtido pela adicdo de enzimas
proteoliticas. Foram estudados paralelamente queijos fabricados pelo método tradicional
e obtidos com trés concentragdes de enzima (25, 15 e 10 mg /kg leite) adicionadas a
massa antes da pré prensagem. A avaliagdo da proteélise foi efetuada pelos teores de
Nitrogénio (N) solivel a pH 4,6 e em acido tricloroacético (TCA) 12%, pela
determinacdo da concentragdo de tirosina e triptofano, por reagio colorimétrica com
4cido trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) e ninidrina-cadmio e por eletroforese nos
queijos com 1, 7, 14, 21, 28 e 40 dias de maturagdo. Os atributos de textura e sensoriais
também foram avaliados. O uso da enzima Neutrase® acelerou a protedlise do queijo
Prato. Os queijos fabricados pelo método modificado apresentaram ja no primeiro dia
de maturagio e durante todo periodo da mesma, um indice de extensdo (% NS-pH
4,6/NT) e de profundidade (% NS TCA 12%/NT) significativamente maiores do que
aqueles fabricados pelo método tradicional, nos processos com adigdo de 25, 15 ¢ 10 mg
enzima’kg leite. Os queijos modificados do processo A (25mg enzima/kg leite)
apresentaram um indice de extensdo aos 7 dias (17,32%) mais elevado do que o
correspondente com 30 dias conforme descrito na literatura (14,0 — 14,5%), ao passo
que no processo B (15mg enzima/kg leite) o valor obtido para os queijos com um dia
(16,02%) ja foi maior. No processo C (10mg enzima/kg leite) um valor préximo

(15,61%) aquele correspondente a 30 dias na literatura foi alcangado com 14 dias de
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maturacio. A adigio de enzima Neutrase® & massa dos queijos modificados ndo
acarretou perdas no rendimento. Nos processos A e B houve um decréscimo do indice
de firmeza até o 21° dia de maturagdo, correspondendo & primeira fase da maturagdo
onde a quebra da as;-caseina promoveu um amolecimento da massa. A regido analisada
(periferia e centro) influenciou a textura dos queijos. O indice de firmeza nas fatias
retiradas da regiio mediana foi menor do que aquele obtido nas fatias da ponta do
queijo. O perfil eletroforético dos queijos mostrou que a adi¢do de enzimas levou a
diferengas quantitativas nas fragdes protéicas dos queijos modificados quando
comparados aos tradicionais. Houve uma maior degradacio das fragdes asi e B-
caseinas, com acumulo maior de alguns produtos de degradagio destas duas fragdes nos
queijos modificados. A degradagdo da fragdo B-caseina nos queijos modificados foi

maior do que a da as;-caseina.
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SUMMARY

RIPENING OF PRATO CHEESE: INFLUENCE OF PROTEOLYTIC ENZYMES ON
THE MANUFACTURING PROCESS

The ripening process of cheese is a very complex process that involves the development in
many different ways of a great variety of flavor compounds that affect the aroma and taste
of the finished product. Throughout the ripening process, the protein content undergoes a
considerable number of changes that influence its physical and structural properties. The
ripening of Prato cheese is completed after about 40 days. In recent times, however, this
typically Brazilian product has gradually lost some of its main characteristics due to
changes introduced in the ageing procedure by many cheese plants to reduce production
costs. In view of the need to incorporate the economic aspects of cheesemaking, the most
viable alternative consists in accelerating the ripening process. From a technological
standpoint, the addition of proteolytic enzymes is the technique that offers the greatest
facility to be implemented in practice. The present research project aimed at evaluating the
technological manufacturing parameters and the variables involved in the ageing of Prato
cheese obtained with the incorporation of a proteolytic enzyme (Neutrase®). Parallel
experiments were conducted to study cheese made without enzyme (traditional method)
and cheeses made with the incorporation of three different enzyme concentrations (25, 15
and 10 mg enzyme/kg milk) in the raw curd prior to the pre-pressing stage (modified
method). Proteolysis after 1, 7, 14, 21, 28 and 40 days ripening was evaluated by
determining: 1) the content of soluble Nitrogen (N) at pH 4,6; 2) the content of soluble
nitrogen in a 12% trichloroacetic acid solution; 3) the concentration of tyrosin and
tryptophane. Additional methods to determine proteolysis included colorimetric reactions
with trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) and ninidrin-cadmium, respectively. Finally,
proteolysis was also determined by electrophoresis. The texture and sensorial attributes
were also evaluated. The use of Neutrase® accelerated proteolysis in Prato cheese. As for
the modified experiments (25, 15 and 10 mg enzyme/kg milk), the cheeses showed, from
the very first day of the ripening process on and throughout the rest of the ripening period,
extension (% NS-pH 4,6/NT) and depth (% NS TCA 12%/NT) indexes significantly higher
in comparison to the values produced by the traditional cheeses manufactured without the
addition of enzyme. The modified cheeses of process A (25 mg enzyme/kg milk) presented

vii



after 7 days ripening an extension index (17,32%) which was higher than the
corresponding index figure obtained for cheese after 30 days ripening described in
literature (14,0 - 14,5%). On the other hand, the cheeses of process B (15 mg enzyme/kg
milk) exceeded (16,02%) the figure referred to in literature (14,0 - 14,5 % after 30 days)
already after only 1 day ripening. As for Process C (10 mg enzyme/kg milk), a value quite
close (15,61%) to the one referred to in literature for 30 days (14,0 - 14,5%) was reached
after 14 days. The incorporation of the enzyme Neutrase® in the curd of modified cheeses
did not bring about any losses in terms of cheese yield. Processes A and B showed a
decrease of the firmness index up to the 21™ day of the ripening process. This time span of
21 days corresponds to the first stage of the breakdown process of as;-casein which causes
softening of the curd. The texture of the cheeses varied according to the areas submitted to
analysis (peripheral and core). The firmness values produced by slices taken from the
central part of the cheeses were smaller than those produced by slices taken from the
edges. The electrophoretic profile of the cheeses clearly showed that the incorporation of
enzymes brought about quantitative differences relative to the protein fractions of the
modified cheeses in comparison to the values obtained for the traditional product. A more
intense breakdown of the as;- and B-casein fractions is observed, evidenced by higher
concentrations of some degradation products of these two fractions found in modified
cheeses. The degradation of the B-casein fraction in the modified cheeses was more intense

than the breakdown of as;-casein.
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1- INTRODUCAO

O queijo tipo Prato ¢ um dos queijos mais populares do Brasil. Foi introduzido na
década de 20, na regido sul de Minas, por imigrantes dinamarqueses. O queijo Prato €
portanto, originario dos queijos Danbo dinamarqués e Gouda holand€s que possuem
textura mais aberta, com olhaduras regulares ¢ pequenas. J4 o queijo Prato pode ser
encontrado tanto com olhaduras regulares ou irregulares como também completamente
fechado. No Brasil, a tecnologia de fabricagdo do queijo Prato foi adaptada as condigdes
locais, o que explica as diferengas de sabor e textura em relagdo aos queijos que lhe
deram origem. Os queijos Lanche, Estepe, Bola e Coboco sdo considerados variedades do
queijo Prato (ILCT, 1983).

Com as caracteristicas de massa macia, semi-cozida, fatiabilidade e de aspecto
amanteigado (SCHIFTAN & KOMATSU, 1980), o queijo Prato ¢ um dos mais
apreciados e consumidos no Pais. A composi¢do média esperada do queijo curado € de
42-44% para umidade, 26-29% para gordura, pH 5,2-5,4, e sal de 1,6-1,9% (FURTADO
& LOURENCO NETO, 1994; ILCT, 1983).

Um aspecto muito importante € que deve ser mencionado refere-se ao processo de
cura deste tipo de queijo. A maturagdo do queijo Prato ¢ muito importante, pois € nesta
etapa de processamento, realizada em condigdes de temperatura e de umidade
controladas, que o produto adquire as caracteristicas sensoriais que lhe sdo peculiares.
Nesta fase, ocorrem as reagdes bioquimicas que provocam alteragdes de sabor, odor,
textura e consisténcia nos queijos novos, que se apresentam insipidos e sem elasticidade,
possibilitando, deste modo, obter um produto macio e com odor e sabor caracteristicos. O
queijo Prato e similares podem ser maturados embalados a vacuo, pelo sistema de
“cryovac”, parafinados, revestidos de pelicula plastica, ou mesmo com cultivo de

Brevibacterium linens na superficie externa, sempre com o intuito de evitar a perda de
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peso e proteger a superficie do produto de agdes mecanicas e do crescimento de mofos e

leveduras (ILCT, 1983; ILCT, 1977; SOUZA, 1960).

Sendo assim, 0 queijo Prato deve ser consumido sempre ap6s a maturagdo que €
de aproximadamente 40 dias, um periodo de tempo de maturagdo considerado médio,
devido a complexidade de fendmenos quimicos e bioquimicos que ocorrem. No entanto €
considerado um periodo de tempo longo para quem deseja uma rapida rotagio de capital

de giro.

Para diminuir os custos com a matéria prima e mio de obra, alguns fabricantes de
queijo tipo Prato tém diminuido o tempo de maturagdo sem o uso adicional de qualquer
tipo de tecnologia, prejudicando as suas caracteristicas. Desta forma, o produto vem
perdendo seus padroes de qualidade e identidade e, consequentemente, seu valor

comercial.

A opg¢do mais vidvel para solucionar este problema consiste na aceleragdo da
maturagio dos queijos. Esta alternativa vem sendo explorada por diversos pesquisadores,
sempre com o objetivo de otimizar os custos do processo sem, no entanto, alterar as
caracteristicas tradicionais do produto (EL SODA & PANDIAN, 1991; EL ABBOUDI et
al.,, 1991; INTERNATIONAL.., 1991; LAW, 1984; LAW, 1987; LAW & WIGMORE,
1982; SCOTT, 1986;).

De modo geral, quase todas as técnicas de aceleragdo de maturagdo de queijos
podem ser classificadas em uma das quatro categorias apresentadas na Tabela 01 (LAW,
1984).
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TABELA 01: Principais métodos para acelerag@io da maturagio de queijos (LAW, 1984).

* A¢do ndo especifica; maior

Temperatura * Sem restri¢oes legais;
elevada Simplicidade tecnologica potencial de deterioragdo

microbioldgica

* Provavelmente sem * Complexidades tecnologicas;
Fermentos  restrigdes legais; manutengdo  anti-econdmico até o momento

lacticos do equilibrio natural das

Modificados  enzimas; facil incorporag@o

Do ponto de vista operacional, a adigdo de enzimas extracelulares parece ser a
alternativa de mais facil aplicagdo pratica. No entanto, para que a mesma possa S€r
implementada sem riscos pela indistria de laticinios no Brasil, é necessario que se
conhega os principais pardmetros do processo de fabricagdo, bem como as varidveis

envolvidas na aceleragido da maturagio.
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No entanto, apesar da inegavel importancia comercial do produto, até o momento
sdo poucos , os dados de literatura sobre aceleragdo de maturagdo aplicada ao queijo

Prato no Brasil (VAN DENDER et al., 1986).

Nos ultimos anos, tem aumentado consideravelmente o interesse nesta tecnologia,
a nivel mundial, uma vez que o bindmio baixo custo/qualidade, ¢ um fator determinante
da competividade industrial. Com o advento do MERCOSUL, o desenvolvimento de uma
tecnologia adaptada as condigdes do Brasil se reveste de grande importancia para manter
produto nacional competitivo no mercado interno em relagdo ao produto vindo de paises
cujas industrias, além de poder contar com matéria-prima mais barata, sdo

tecnologicamente mais avangadas que a indistria brasileira.



2- OBJETIVOS

-Estudar os pardmetros tecnoldgicos de fabricagdo e as variaveis envolvidas na
cura do queijo tipo Prato pela adigdo de enzimas proteoliticas, visando acelerar o

processo sem alterar a qualidade tradicional do produto;

-Desenvolver técnica de fabricagdo do queijo tipo Prato, com adi¢do de enzimas

extracelulares;

-Estudar a relagdo entre a medida da textura e o desenvolvimento da protedlise,
quantificada por meio de fragdes nitrogenadas, durante a maturagdo de queijos tipo Prato

obtidos pelos métodos tradicional e modificado por adigdo de enzimas proteoliticas;

-Realizar um estudo comparativo entre as caracteristicas sensoriais do queijo

modificado e aquelas do queijo tradicional.



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1-Consideracdes Gerais sobre o Queijo Prato

Dentre os produtos brasileiros de laticinios, o queijo Prato é um dos mais
difundidos. E um queijo de grande popularidade e pode ser encontrado praticamente
em todo o pais, representando cerca de 35% do total de queijos produzidos (ILCT,
1983). Segundo informagdes fornecidas pela ABIQ (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DAS INDUSTRIAS DE QUEIIO, 1998), em 96 foram produzidas 68.310 toneladas
de queijo tipo Prato e em 97, 75.100, com um aumento portanto de 10,3% na

produgdo anual.

De acordo com a defini¢do legal (MERCOSUL, 1997), o queijo Prato € um
queijo maturado que se obtém por coagulagdo do leite por meio do coalho e/ou outras
enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo pela agdo de bactérias
lacticas especificas. E classificado como gordo (Gordura no extrato seco = 45-59,9%)
e de média umidade (36-46%), e devera apresentar as seguintes caracteristicas

sensoriais:

e Consisténcia: semidura, elastica

e Textura: compacta, lisa, fechada, com alguns olhos pequenos arredondados e/ou
algumas olhaduras mecénicas.

e Cor: amarelado ou amarelo-palha.

e Sabor: caracteristico.

e Odor: caracteristico.

e Crosta: nio possui, ou com crosta fina, lisa, sem trincas.

e Olhaduras: algumas olhaduras pequenas, bem distribuidas, ou sem olhaduras.

E um queijo basicamente proteolitico, onde a protedlise é o fendmeno mais
importante na maturagio e que influencia as suas caracteristicas de textura e "flavour”.

6
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Devido a importincia do produto em questdo, diversos autores tém realizado
pesquisas visando a padronizagdo de sua tecnologia de fabricagdo, bem como a

melhonia da qualidade.

FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO (1983), em experimentos visando
obter dados sobre a perda de umidade da coalhada durante a fabﬁcagﬁo do queijo
Prato, observaram uma perda total de 43,40% de umidade desde a coagﬁlacﬁo do leite
até o final da prensagem. Além disso, os efeitos do corte da coalhada e de seu
aquecimento a 42°C demonstraram ser de grande importincia no fenémeno da

sinerése.

Por outro lado, FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO (1979), realizaram
trabalho visando determinar as cifras de transi¢do para a fabricagdo de queijo Prato, o
que permite ndio sé obter uma idéia do aproveitamento dos componentes do leite como
também estabelecer formulas empiricas para prever o rendimento em uma fabricagio

deste queijo.

O fermento lactico é um agente preponderante na maturago dos queijos, sendo
portanto responsavel pelo sabor, aroma e olhaduras dos mesmos. Tendo isto em vista,
HOSKEN & GAUDERETO (1973), realizaram interessante trabalho visando obter um
queijo Prato (variedade lanche) com qualidade superior, com o emprego de variedades
diferentes de culturas lacticas, como Streptococcus lactis, L. dextranicum,
Streptococcus thermophilus ¢ L. bulgaricus entre outros. Verificaram que a
combinagio de cultura lactica do ILCT 0,5% (Streptococcus lactis e Streptococcus
cremoris) mais L. bulgaricus 0,5% propiciou desenvolvimento de todas as
caracteristicas organolépticas (suave, puro e agradavel) e as olhaduras regulares e
brilhantes tio almejadas pelos consumidores. No mesmo trabalho, os autores
estudaram a qualidade do queijo Prato parafinado (apds 15 dias de cura) e embalado
em Cry-O-Vac (apés a salga e secagem), concluindo que os queijos parafinados

receberam melhor classificagdo.
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Preocupados com a perda de umidade e consequentemente a perda de peso do
queijo Prato durante a salga, FURTADO et al.(1979) estudaram uma metodologia
onde o queijo é mergulhado em banho de agua gelada por tempo determinado antes da
sua salga em salmoura. Durante este processo o queijo em meio menos concentrado
ganha peso (aumento do teor de umidade) pelo fendmeno de osmose. Teoricamente,
antepondo-se este tratamento ao da salga em salmoura, este ganho de peso pode
eventualmente compensar a perda de umidade no periodo de salga, que apresenta

evidentes vantagens econdmicas para quem pesa os queijos apds a salga em salmoura.

Sendo assim, é indiscutivel a importincia econdmica deste tipo de queijo no
Brasil, e o periodo de maturagdo ocupa lugar de destaque nesse sentido. Reduzir este
tempo seria de grande valia para fabricantes e consumidores desse queijo que obteriam
o produto com custos reduzidos. A aceleragdo da maturagdo surge como uma opgao

viavel e segura para se alcangar esse objetivo.

Esse assunto tem sido pouco explorado no Brasil, em virtude de ser uma
tecnologia consideravelmente nova no pais, sendo necessario informagdes mais
detalhadas sobre o assunto em literatura de paises como EUA, Egito, Franga e Canada,

onde essa tecnologia é comumente empregada.

MARTINS et al. (1979) estudaram a influéncia da inoculag@o de Pediococcus
pentosaceus, juntamente com fermento LD, na aceleragdo do processo de maturagio
do queijo tipo Prato. A curva do indice de maturagio mostrou uma elevagio
ligeiramente mais acentuada nas primeiras duas semanas nos queijos com pediococos
quando comparadas ao padrdo. Esta aceleragio ndo foi porém, detectada pela equipe

de provadores.

VAN DENDER et al.(1986) realizaram importante trabalho visando acelerar o
processamento do queijo tipo Prato por meio de variagSes no processo convencional
de fabricagdo, como o uso de quantidades diferentes de fermento lactico em relag@o ao

volume de leite utilizado, adigdo de agua ao leite e uso de formas “Perfora”,dentre
8
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outros, para otimizar os métodos de aceleragdo. Além disso, foram realizados
experimentos visando comparar dois sistemas de embalagem durante a maturagdo
(cry-o-vac e verniz). Com a adigdo de 4gua ao leite foi obtido um queijo com alta
umidade e baixa acidez ¢ com tempo de maturagio mais curto. Isto ocorreu pois a
acidez esta diretamente envolvida na plasticidade e flexibilidade da massa do queijo,
ou seja, quanto maior o teor de acido lactico no queijo, mais firme e quebradiga sera a
textura da massa, e também pelo fato do queijo ser mais umido, favorecendo as
reagdes bioquimicas envolvidas na cura. Os queijos foram fabricados com 1,0% e
1,5% de fermento lactico, sendo que o queijo com 1,0% se apresentou melhor quanto
ao sabor, corpo e textura. Esse experimento ¢ de grande importincia uma vez que o
fermento esta relacionado com a produgdo de acidez, ajuda na agdo do coalho, na
dessora da massa; portanto é um agente preponderante na maturagdo dos queijos
responsavel pelo sabor, aroma e olhaduras. Além disso, VAN DENDER et al. (1986)
também concluiram que o sistema cry-o-vac, em comparagdo a0 verniz, continua
sendo o melhor meio de se proteger o queijo contra bolores, leveduras, agdes
mecanicas e contra perda de umidade durante o periodo de cura. Sendo assim, o verniz
tem seu uso dirigido para queijos duros pois apresentam menor quantidade de agua,

nio sendo tdo susceptiveis a agdo desses agentes.
Nesse trabalho, VAN DENDER et al. (1986) buscaram, em ultima analise,
contribuir para minimizar o processo de descaracterizagdo que o queijo Prato vem

sofrendo ao longo do tempo em virtude da utilizagio de equipamentos pouco

produtivos e da falta de estudos sistematicos dos processos de fabricagdo no Brasil.

3.2-Processamento ¢ Qualidade do Queijo Prato

3.2.1-Leite

Para se obter um queijo Prato de boa qualidade ¢ muito importante a escolha da
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matéria-prima. No conceito moderno e industrial, o leite destinado a fabricagdo de
queijos deve obedecer as mesmas exigéncias de qualidade e de conservagio requeridas
para o leite pasteurizado (OLIVEIRA, 1986), com énfase maior para a auséncia de
antibioticos que podem ocasionar inibigdo das culturas laticas responsaveis pelo

desenvolvimento da acidez, aroma e sabor dos queijos (SCOTT, 1986).

A composigio do leite influi diretamente nas caracteristicas finais dos queijos.
A gordura, por exemplo, tem um papel extremamente importante na cor, na

consisténcia, no sabor e no aroma do queijo Prato (OLIVEIRA, 1986).

O queijo Prato é fabricado com leite de vaca pasteurizado (63°C por 30
minutos) contendo, em média, 3,5% de gordura e acidez ndo superior a 18°D

(FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO, 1979).

3.2.2- Pasteurizacio do Leite

Dentre os tratamentos do leite destinado a fabricagdo de queijo Prato, o mais
importante ¢ sem divida a pasteurizagdo (OLIVEIRA, 1986). Tal tratamento tem por
finalidade a destruigdo dos microrganismos patogénicos € a eliminagdo de grande
parte da flora microbiana normal do leite, favorecendo assim o crescimento dos
microrganismos posteriormente inoculados (SCOTT, 1986) e salvaguardando a saide
do piblico consumidor. Por outro lado, a pasteurizagio pode ocasionar uma
insolubilizagdo do calcio disponivel no leite, o qual é fundamental no processo de
coagulagio enzimatica do leite, agindo como elemento de ligagdo das micelas de

caseina (KOSIKOWSKI, 1978; SCOTT, 1986).

3.2.3-Emprego de Culturas Laticas

A fungdo priméria da adigdo de culturas laticas na fabricagdo de queijos €
converter a lactose em acido latico, o qual reduz o pH do sistema, auxiliando na

eliminagdo do soro durante o processo de fabricagdo ¢ na fase inicial da maturagdo
10
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(BONASSI et al., 1981; SCOTT, 1986). Além disso, o acido latico formado exerce
uma efetiva inibigdo sobre o crescimento de microrganismos indesejaveis € ajuda na

agdo do coalho e na coagulagio da massa (OLIVEIRA, 1986).

O fermento latico utilizado na fabricagdo do queijo Prato € composto
basicamente de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.cremoris,
os quais degradam a lactose do leite unicamente em écido latico, podendo ainda, ser
incluida pequena porcentagem de espécies de Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris e Lactococcus lactis subsp.lactis variedade diacetylactis que, através da
fermentagdo do citrato, produzem compostos aromaticos como o diacetil e o

acetaldeido, além de pequena quantidade de CO, responsavel pelas olhaduras tipicas

do produto final ( OLIVEIRA, 1986; SCOTT, 1986).

3.2.4-Inoculacio das Culturas Laticas

Apos a pasteurizagio, o leite é entdo resfriado para uma faixa de temperatura
de 32°C a 35°C e realiza-se a inoculagio. Normalmente, recomenda-se o emprego de
fermento latico com acidez de 80°D, em média, e na propor¢do de 1,5% (FURTADO
& WOLFSCHOON-POMBO, 1979).

3.2.5-Coagula¢io Enzimatica

Na fabricagdo de queijo Prato emprega-se a coagulagdo enzimatica, utilizando
coalho rico em enzimas proteoliticas de origem animal, extraido do abomasso de
bovinos lactentes ou adultos. Quando se utiliza o de bovinos lactentes, o qual €
composto basicamente de quimosina, 0 coalho obtido ¢ denominado renina

(GORRETA, 1980).

A caseina é o principal elemento nitrogenado do leite e se encontra em seu

estado normal sob a forma de grandes particulas coloidais esféricas (micelas) de

11
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fosfocaseinato. (ILCT, 1977).

As micelas de caseina sdo constituidas de quatro fragdes protéicas principais
que sdo: as;-caseina, as,-caseina, B-caseina e k-caseina. A fragio x-caseina, embora
represente somente 10 a 20% da caseina, exerce um papel protetor importante sobre

as micelas de caseina, evitando que as mesmas se coagulem na presenga de calcio
soliivel (OLIVEIRA, 1986).

A coagulagdo das micelas de caseinas devido a agdo proteolitica do coalho, é
dividida em duas fases, sendo a primeira fase enzimatica e a segunda ndo enzimatica
(KOSIKOWSKI, 1978; WOLFSCHOON-POMBO, 1983). A primeira fase consiste na
agdo enzimatica da renina (quimosina) sobre a ligagdo peptidica Phe .~ Met, da
fragdo x-caseina, com a resultante liberagdo de um composto solitvel denominado de
glucopeptideo (porgdo hidrofilica compreendida na seqiiéncia peptidica 106 a 169). A
segunda fase caracteriza-se por uma agrega¢do do fragmento hidrofébico (sequéncia
peptidica 1 a 105) denominado de para-caseina (desestabilizada), a qual na presenga de
célcio soltivel, por ser instavel, d4 origem a um coagulo brilhante, elastico e hidratado,
denominado de para-caseinato de calcio (KOSIKOWSKI, 1978, SCOTT, 1986;
WOLFSCHOON-POMBO, 1983).

A temperatura de coagulagdo empregada na fabricagdo do queijo Prato situa-se
em torno de 32°C e normalmente, usa-se cloreto de calcio (25g por 100 litros de leite)
com a finalidade de suprimir uma possivel deficiéncia de calcio soliivel causada pelo
processo de pasteurizagdo do leite (FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO, 1979,
OLIVEIRA, 1986).

O coalho destinado a produgdo de queijo Prato deve ser diluido em agua antes

de sua adigdo ao leite, ter sua atividade comprovada e ser adicionado em proporgio

suficiente para promover a coagulagdo do leite em 45 minutos (OLIVEIRA, 1986).

12
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3.2.6-Tratamento da Massa

3.2.6.1-Corte da Massa

Ao atingir o ponto final da coagulagdo, decorrido em torno de 45 minutos da
adi¢do do coalho, tem-se o chamado "ponto de corte”, quando entdo, a massa é
cortada com o auxilio de liras verticais e horizontais (FURTADO & WOLFSCHOON-
POMBO, 1979).

O corte da coalhada tem por finalidade provocar e acelerar a saida do soro.
Nesta etapa a massa € entdo dividida em pequenos cubos (grdos) que permanecem
submersos no soro que vai saindo rapidamente do interior dos mesmos. Na superficie
de cada grio forma-se uma ligeira pelicula elastica que retém a gordura e, até certo

ponto, o soro dentro do mesmo (ILCT, 1977).

Segundo OLIVEIRA (1986), para o queijo Prato, o corte da massa deve ser
realizado até se obter cubos medindo cerca de 0,4cm a 0,5cm de aresta, para que o

produto obtido tenha as caracteristicas ideais.

3.2.6.2-Primeira Mexedura

Ap6s o fracionamento da coalhada o grdo comega a apresentar cada vez mais
tendéncia de submegir no soro. A densidade do grio vai subindo. Se apos ao corte, 0s
grios forem deixados em repouso por muito tempo no fundo do tanque, eles se aderem

uns a0s outros e formam uma massa branda e compacta (ILCT, 1977).

Para conservar o grio individualizado e evitar que se formem grumos e se perca
o ritmo da dessoragem, é necessario manter o grdo em constante movimento por meio
de agitagio. Esta agitagdo deve ser lenta a principio e mais rapida a medida que a

densidade e consisténcia dos grios aumentam (ILCT, 1977).

13
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A duragio da primeira mexedura é de aproximadamente 20 minutos

(FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO, 1979).

3.2.6.3-Pré-cozimento

A etapa de pré-cozimento da massa visa acelerar e intensificar a dessora, além
de alterar a textura, dando mais elasticidade a massa, controlar o desenvolvimento do
fermento latico e inibir o crescimento de certos microrganismos indesejaveis

(OLIVEIRA, 1986).

Na fabricagdo do queijo Prato o aumento da temperatura do tanque para
realizagio do pré-cozimento da massa pode ser efetuado pela adigdo de agua a 42°C
diretamente sobre a massa ou aumentando a temperatura do tanque de coagulagio,

pela injegdo de vapor na camisa do tanque (OLIVEIRA, 1986).

A adicdo de agua a 42°C diretamente sobre a mistura de massa e soro € o
procedimento mais tradicional de aquecimento. Tal pratica permite intensificar o
processo de dessora, aumentar a firmeza dos grdos, além de diminuir a concentragéo
de 4cido latico na massa do queijo Prato, visando retardar o processo de maturagédo e

proporcionar um sabor mais suave no produto final (OLIVEIRA, 1986).

Por outro lado, o pré-cozimento da massa do queijo Prato efetuado com o
aumento da temperatura pela injegdo de vapor fluente na camisa do tanque, € realizado
lentamente, indicando-se a elevagdo de 1°C a cada 4 minutos até atingir a temperatura
de 41°C (FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO, 1979). Em alguns casos esta
temperatura pode chegar a 42°C, porém tem sido comprovado que, em temperaturas
acima de 40°C ha inibi¢do do fermento latico meséfilo constituido basicamente de
Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (OLIVEIRA,

1986).

O ponto final da massa ¢ verificado através do processo tradicional, ou seja,
14
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quando os grios se apresentarem ligeiramente firmes, secos, individualizados e,
quando pressionados demonstrarem boa coesdo e elasticidade (FURTADO &
WOLFSCHOON-POMBO, 1979). O tempo necessario para os grdos da massa

atingirem essas caracteristicas é variavel podendo citar como média 45 minutos.

3.2.6.4-Pré-prensagem

Apbs a massa atingir o "ponto" ¢ realizado seu escoamento juntamente com o0
soro, através do registro de saida do tanque de coagulagdo para o tanque de pré-
prensagem, onde a massa sofrer4 uma pré-prensagem efetuada através de placas
metalicas movidas por pistdes hidraulicos, com pressido até duas vezes superior ao
peso estimado da massa existente no tanque durante 20 minutos (FURTADO &
WOLFSCHOON-POMBO, 1979). Tal procedimento tem a finalidade de auxiliar a

expulsdo do soro do interior da massa e compactar os griaos (OLIVEIRA, 1986).

3.2.6.5-Corte, Enformagem e Prensagem Final

Apbs a pré-prensagem, a massa é cortada em blocos, os quais sdo colocados em
formas de plastico de peso, tamanho e formato desejados, aparelhadas com

dessoradores de nylon (FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO, 1979).

A prensagem final dos queijos é efetuada em prensas coletivas com nimero
determinado de formas, sob pressdo que varia de acordo com o peso dos queijos a
serem prensados, visando dar a forma, consisténcia e umidade requeridas pelo

produto, dentro de suas caracteristicas intrinsecas (OLIVEIRA, 1986).

3.2.7-Salga

A salga é uma operagdo de grande importancia na fabricagdo dos queijos de um

modo geral, e do queijo Prato em particular, ocorrendo entre o final da fabricagdo e o

15
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inicio da matura¢do (FURTADO & SOUZA, 1981).

A salga do queijo é efetuada com as finalidades principais de:
- conferir qualidades de sabor que os fazem mais apreciaveis
- dar ao produto maior conservagio
- inibir ou retardar o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis

- selecionar a flora normal do queijo (ILCT, 1977).

A salga regula de certo modo também o corpo e textura do queijo, influindo na
solubilidade dos compostos nitrogenados e facilita em certas condigdes a saida do
soro, verificando-se a maxima peptizagdo quando a concentragdo do sal na umidade
do queijo é de 5%. Com concentragdes apropriadas de sal, a coalhada incha-se e
absorve umidade e as transformacgdes da caseina pelo coalho e agdo enzimética das
bactérias sdo facilitadas. A quantidade de sal pode influir no processo da maturagdo ao
regular e selecionar o desenvolvimento das bactérias, controlando portanto, a
formagdo de acido latico e o desdobramento e formagdo dos produtos de degradagdo
das proteinas, ja que as bactérias fortemente proteoliticas sdo muito sensiveis a agdo
do sal. O Lactococcus lactis subsp lactis desenvolve-se a 4% de sal na umidade, mas
ndo a 6,5% e o Lactococcus lactis subsp cremoris ndo se desenvolve em meios com

4% de sal ou mais (ILCT, 1977).

Para poder compreender a agdo do sal como elemento inibidor do
desenvolvimento das bactérias, deve-se relacionar o conteiido de sal do queijo com
sua umidade. Na realidade, o sal no queijo encontra-se dissolvido na agua retirada no

produto (ILCT, 1977).

Desta forma, como as bactérias necessitam da igua para se desenvolver, pode-
se entender que uma porcentagem de sal aparentemente baixa no queijo pode atuar
como agente de controle microbiano, especialmente quando atua em conjunto com a

acidez (ILCT, 1977).
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Embora genericamente existam trés tipos de salga, na massa, na superficie e em

salmoura, o queijo Prato é normalmente salgado em salmoura.

3.2.7.1-Processo de Salga em Salmoura

A salga em salmoura consiste na imersdo dos queijos em uma solugdo de
cloreto de sodio de concentragio aproximadamente igual a 20% (p/v), numa
temperatura de 12°C por tempo de exposi¢do que varia de acordo com 0 peso € 0
formato do queijo. Por exemplo, o queijo Prato variedade Lanche de 1,0kg deve
permanecer 24 horas na salmoura, com pH ajustado para 5,3 (FONSECA, 1986;
FURTADO & SOUZA, 1981; OLIVEIRA, 1986).

No processo de salga em salmoura, o sal penetra no queijo através do processo
osmotico, caracterizado pela troca de liquidos de diferentes concentragdes no sentido

salmoura-queijo-salmoura (FURTADO & SOUZA, 1981).

3.2.8-Embalagem

Praticamente todo queijo Prato fabricado no Brasil é comercializado em
embalagens plasticas seladas 4 vacuo. A embalagem visa, principalmente, proteger os
queijos contra a invasdo de microrganismos e a perda de umidade por evaporagdo na
superficie externa, protegendo os queijos durante a maturagéo e armazenamento, além
de servir como embalagem definitiva para a comercializagdo. De modo geral, na
elaboragdo do queijo Prato, o produto é embalado no periodo entre 1 a 2 dias apos a

salga (OLIVEIRA, 1986).

3.3-Maturacao

O queijo fresco é constituido por caseina, gordura, sais insoliveis e parte da
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agua do leite, que por sua vez contém lactose, acido latico, sais soluveis, outros

constituintes do leite e cloreto de sédio (ILCT, 1977).

As caracteristicas iniciais do queijo vdo mudando, e estas mudangas aparentes
das propriedades fisicas € do odor s3o resultantes de mudangas quimicas dos

diferentes componentes da coalhada fresca e constituem o processo de maturagdo
(ILCT, 1977).

Define-se maturagdo como sendo o periodo em que os queijos sdo deixados em
"condigBes especiais” visando dar oportunidade a ocorréncia de modificagSes
quimicas, fisicas e microbioldgicas, a fim de transformar a massa insipida e sem forma
definida do inicio, em um produto rico em aroma e sabor e com textura, consisténcia e

coloragio préprias (KOSIKOWSKI, 1978; WANDECK, 1972).

A maturagio de queijo é um processo complexo que envolve uma série de
reagdes bioquimicas, que podem ser agrupadas em proteolise, lipolise e metabolismo
de lactose/lactato. A extensdo e o tipo de estocagem, temperatura, composigdo do
queijo (especialmente umidade e concentragdo de sal), tipos de atividade enzimatica,
microrganismos presentes, bem como mudangas fisicas e quimicas que ocorrem

durante a maturago determinam as qualidades organolépticas do queijo (LAW, 1987).

A maturagio do queijo compreende trés estagios: fabricagdo, maturagio
primaria e maturagdo secundaria. Na fabricagdo o leite € inoculado com bactérias que
produzem acido lactico a partir da lactose. O leite inoculado ¢ coagulado pela agdo da
renina e o coagulo depois é aquecido, dessorado, salgado, prensado e embalado para
estocagem. O processo de maturagdo ocorre durante a estocagem do queijo que
antecede 0 consumo. A maturagio primaria do queijo inclui a hidrélise de proteinas e
polipeptideos a pequenos peptideos e aminoacidos. Este processo contribui para o
"flavour” e a textura do queijo. A maturagdo secundaria, que ocorre simultaneamente
com a matura¢do primdria, inclui a modificagdo desses aminoacidos. O produto da

maturagdo secundaria (aminas, aldeidos, etc.) esta presente em baixas concentragdes
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no queijo (nanogramas/grama de queijo) e contribui para o "flavour”, textura ¢ aroma
(LAW, 1987). A Figura 01 mostra as principais transforma¢des que ocorrem durante o

processo de maturagdo dos queijos.

Esquema das fases do processo de maturagio

Lactose Caseinas Gordura
4
g TRANSFORMACOES 4
PRIMARIAS
g
Acido latico Peptideos Acidos graxos
) 4 4 4
Acido latico ou
Acido latico + Aminoacidos 4
Acido acético/etanol CO,
4
g TRANSFORMACOES .|
SECUNDARIAS
4
Acidos organicos + CO, Aminas, Acidos organicos € Cetonas, Lactonas e
Compostos sulfidricos Alcodis secundarios

FIGURA 01: Representagio esquematica dos processos de transformagdes quimicas

ocorridas durante as fases da maturagdo dos queijos.

3.3.1-Fermentacido da Lactose
A transformagdo da lactose em acido latico por agdo bacteriana comeca ainda

antes de adicionar o coalho ao leite, continua durante todo o processamento da

coalhada no tanque e na prensa (ILCT, 1977).
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Durante o trabalho do grio no soro, o 4cido latico se forma mais rapidamente
dentro do griio do que no soro, porque o grio retém quase 90% dos microrganismos
presentes no leite. Deste modo, parte apreciavel da acidez do soro provém dos gréos,
por osmose e também por efeito de sinérese que ocorre devido a contragdo dos gréos.
Este fato é evidenciado quando se retira parte de soro depois do corte; a acidez no
soro remanescente aumenta de imediato mais rapidamente do que antes, pois 0 sOro
acido que sai do grio passa a diluir-se em menor quantidade de soro circundante

(ILCT, 1977).

A lactose ndo é metabolizada diretamente por nenhum organismo; ela €
hidrolisada pela B-galactosidase, que é uma endoenzima, em glucose e galactose. A
glucose ¢ rapidamente transformada, ao passo que a galactose pode continuar
presente por um longo periodo. A fermentagdo ¢ caracterizada pela formag@o de acido
latico acompanhada pelo aparecimento de acidos volateis, alcool e pequenas

quantidades de outros produtos secundérios (ILCT, 1977).

Este acido latico, por sua vez, a medida que vai se formando reage com o
paracaseinato bicalcio da coalhada dando origem ao paracaseinato monocalcio e,
quando ha excesso de 4cido latico, este hidrolisa o paracaseinato monocalcio para

formar paracaseinato e lactato de calcio (ILCT, 1977).

Com acidificagio progressiva, a coalhada sofre transformagdes e se torna cada
vez mais elastica, podendo esticar, especialmente se for submetida a agdo do calor.
Com a continuagio da acidificagio e formagdio do paracaseinato livre, a coalhada
perde a elasticidade e torna-se dura e quebradiga, porque o paracaseinato ¢ insoluvel, e
a presenca de componentes “tamp3o”, que vdo equilibrando a reagdo, intervém
acentuadamente na composigdo da proteina e nas caracteristicas de textura e corpo do

queijo (ILCT, 1977).

A importancia do 4cido latico na fabricagfio e na maturagdo do queijo, deve-se

20



Kevisao Bioliogranca

ao fato de sua agdo favorecer a coagulagdo, estimular a sinérese, dar plasticidade a
massa da coalhada, ajudar a agdo proteolitica das enzimas do coalho e regular a agdo

das enzimas dos microrganismos (ILCT, 1977).
3.3.2-Protedélise

Sendo a maturagdo de queijo Prato predominantemente proteolitica, € de se
ressaltar a importancia deste processo na textura e formagio do "flavour” do queijo. A
combinagdo de endopeptidases, oriundas da atividade coagulante secundaria, das
bactérias do fermento, da microflora secundaria e de proteinases nativas do leite
(plasmina) atuam nas proteinas do queijo, quebrando sua estrutura e originando
mudangas no corpo e textura. As enzimas também ddo origem a peptideos que atuam
como substratos principalmente para as enzimas intracelulares da microflora do
queijo, responsaveis pela liberagdo de aminoacidos. Esses aminoacidos contribuem
para o desenvolvimento do "flavour" caracteristico no queijo, sendo precursores de

seus componentes volateis (LAW, 1987).

A caseina é hidrolisada a peptideos pela quimosina e por proteinases dos
microrganismos do fermento lactico. Muitos destes peptideos podem ser amargos (ou
ndo ter nenhum sabor em potencial) dando origem, pela agdo das peptidases
intracelulares dos fermentos, a aminoacidos e peptideos pequenos que tenham

propriedades de intensificar o sabor (KIRBY, 1989).

As principais proteinas do leite sdo as caseinas que floculam quando o pH do
leite atinge o valor de aproximadamente 4,5. A floculagdo 4cida contém cerca de 75%

de a-caseina, 22% de B-caseina e 3% de k-caseina (YAMAUCH]I, 1992).

3.3.2.1-Mecanismo de Degradac¢io da Proteina durante a Maturacio

O coalho é o primeiro agente proteolitico envolvido no mecanismo de

degradagdo da caseina na fabricagdo de queijos como um todo, e do queijo Prato em
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particular. O processo de coagulagdo envolve um estagio enzimatico no qual a renina
(quimosina) hidrolisa a ligagdo peptidica Phe;gs-Met)o da k-caseina, solubilizando
uma fragdo desta proteina, denominada de glucopeptideo (DESMAZEAUD et al,,
1976; SCOTT, 1986; WOLFSCHOON-POMBO, 1983).

Segundo LAW (1987), embora a fungdo da renina (quimosina) no
processamento de queijos seja a formagdo do coagulo, ela esta envolvida na hidrélise
da proteina durante o processo de maturagdo, uma vez que fica retida no coagulo,

mesmo apos o processo de dessoragem e prensagem final da massa.

Aproximadamente 6% da quimosina adicionada ao leite na fabricagdo de queijo
Cheddar é retida na coalhada, e em muitas variedades de queijos tem sua agdo

principal na proteélise inicial das caseinas (FOX et al., 1996).

As fragdes as,, as, ¢ B-caseina ndo sdo hidrolisadas durante a coagulagio do

leite mas podem ser hidrolisadas durante a maturagdo do queijo (FOX et al., 1996).

A primeira agdo da quimosina na paracaseina € a hidrélise da as,.caseina nos

fragmentos 1-23 € 24-199. Isto contribui para a formagdo da fragdo soluvel (NS) e
subsequente quebra desta fragdo, pelas proteinases da membrana celular das bactérias
“starters”, em pequenos fragmentos. Finalmente tais fragmentos sdo hidrolisados, por
outras peptidases, em aminoacidos e pequenos peptideos, como indica a Figura 02. (

VAN DEN BERG & EXTERKATE, 1993).

A hidrélise da fragdo as,_caseina ao peptideo as, .| provoca o enfraquecimento

da rede protéica. Acredita-se que a clivagem da banda Phexs-Phey, possa ser

responsavel pela maciez na textura do queijo e o pequeno peptideo (asCN f 1-23) €

novamente hidrolisado pelas proteinases das bactérias “starters” (FOX et al., 1996).
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as-CN (£ 1-199)

Quimosina

l

as;-CN ( £ 24-199)

as;-CN (f 1-23)

Proteinase da membrana celular

-l
-

Fragmentos
N -Terminal([ri ncipalmente) C-Teni[i nal

as-CN ({1 -13) as-CN ( f 14-23)

os-CN (f24-55)
os;-CN ( f 180-199)

A

Peptidases membrana celular

A

Proteinases parede celular

-

FIGURA 02: Rotas da protedlise da as;-caseina em queijo fabricado usando-se
bactérias “starters” mesofilicas (VAN DEN BERG & EXTERKATE, 1993).

* Os nliimeros entre parenteses representam o nimero de residuos de aminodcidos na as;-caseina. O fragmento
as;-CN (f 1-13) acumulado no queijo é lentamente convertido.

Rota primaria; Rota secundaria.

Nos primeiros estagios da maturagdo do queijo a maior parte do nitrogénio

solubilizado ¢ procedente da hidrolise da fragdo as,_caseina pela agdo da renina.

Posteriormente, a fracdo P-caseina comega a ser degradada mais lentamente € em
menor quantidade devido, principalmente, ao aspecto inibidor do cloreto de sédio

existente na fase aquosa do queijo, contribuindo com a fragdo de nitrogénio soluvel
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( VAN DEN BERG & EXTERKATE, 1993).

DESMAZEAUD et al. (1976), relataram que em varios trabalhos realizados
com queijos processados apenas com coalho, sem a participagdo do fermento latico,
pode ser observado que nos primeiros estigios de maturagio a renina agia

vigorosamente sobre a fragdo as,.caseina, mostrando com isso, que a agdo da renina

representa uma importante parte na protedlise dos queijos durante a maturagdo. Os

autores relataram também que estudos eletroforéticos mostraram que a agdo da renina

sobre a fragdo B-caseina foi menos intensa do que sobre a fragdo as,-caseina.

Ja com relagdo a agdo das peptidases das culturas laticas na fabricagdo dos
queijos, pode-se dizer que a mesma esta relacionada mais especificamente com a
protedlise secundaria, agindo sobre os compostos nitrogenados resultantes da
protedlise primaria, liberando peptideos de baixo peso molecular € aminoacidos livres.
Isto porque as culturas laticas possuem principalmente atividade de aminopeptidase e,
com menor intensidade, de endopeptidase, diferindo assim, da agdo do coalho que ndo
produz ou libera aminoacidos livres mas libera, principalmente, peptideos de elevado

peso molecular (DEMAZEAUD et al., 1976).

3.3.2.2- Processos Enzimaticos

A fabricagdo e a maturagio de queijos coagulados pela renina sdo processos
essencialmente enzimaticos, provenientes de quatro ou cinco fontes: coalho, leite,
culturas "starters", culturas ndo "starters" e indculo secundario (em certos tipos de
queijo). Essas enzimas podem ser exdgenas ou endégenas (FOX & STEPANIAK,
1993).

3.3.2.2.1-Enzimas exdégenas

Excluindo o uso de enzimas adicionadas para acelerar a maturagdo, somente
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duas enzimas sdo empregadas tradicionalmente na fabricagdo de queijos: proteinases
como coagulantes em todos queijos em que se utiliza renina, e lipases
convencionalmente usadas em certas variedades de queijos italianos (FOX &

STEPANIAK, 1993).

Na fabricagdo do queijo tipo Prato normalmente, utiliza-se coalho bovino, que
contém aproximadamente 20% de quimosina mais 80% de pepsina, para efetuar a
coagulagdo enzimatica do leite. A quimosina ¢ uma enzima proteolitica (proveniente

do coalho) que tem agio na as -caseina, que € rapida e € completamente hidrolisada a

asq-1 € em outros peptideos. Também a as -caseina em solugdo € susceptivel a agdo

da quimosina (FOX & STEPANIAK, 1993).

3.3.2.2.2-Enzimas endogenas

O leite possui cerca de sessenta enzimas, das quais algumas ja foram isoladas e
caracterizadas. Muitas dessas enzimas contribuem em varios aspectos para a
maturagio de queijos, porém o mecanismo do processo ainda ndo foi totalmente

esclarecido (FOX & STEPANIAK, 1993).

As enzimas enddgenas que mais contribuem para a maturagéo do queijo sdo:
plasmina, lipase lipoprotéica, fosfatase acida e xantina oxidase. Todas essas enzimas,
exceto a lipase, sdo resistentes a pasteurizagdo a 72°C/15seg. (FOX & STEPANIAK,
1993).

A plasmina é a proteinase nativa do leite mais importante, que hidrolisa
proteinas e peptideos a nivel de residuos Lys-x que contribuem para formagéo do
"flavour”. O leite contém sistemas de plasminas: plasmina, plasminogénio, inibidores
da plasmina, ativadores plasminogénicos e inibidores dos ativadores plasminogénicos.
A plasmina, plasminogénio e ativador da plasmina sdo associados a micela de caseina

e sdo incorporadas ao coagulo originario da fabricagdo do queijo. Ja o inibidor da
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plasmina e inibidor do ativador plasminogénico estdo presentes no soro € sio perdidos

na dessora (FOX & STEPANIAK, 1993).

A B-caseina é hidrolisada mais rapidamente pela plasmina que a as -caseina no
leite. J a as,-caseina € também rapidamente hidrolisada pela plasmina em diversos

peptideos. A k-caseina e as proteinas do soro sdo resistentes a agdo da plasmina (FOX

& STEPANIAK, 1993).

A atividade da plasmina no queijo ¢ afetada por diversos fatores (VAN DEN
BERG & EXTERKATE, 1993), dentre os quais destacam-se:
1- Quantidade presente no leite (época): ha uma diferenga periddica (sazonal) na
quantidade de enzima presente no leite, geralmente nas micelas de caseina;
2- Intensidade da pasteurizagdo do leite: a atividade ¢ aumentada pela pasteurizagéo
do leite antes da fabricagio do queijo;
3- Temperatura de cozimento: um éumento na temperatura de cozimento estimula a
atividade da plasmina;
4 - pH durante a preparagdo da coalhada: como a associagdo da plasmina com a
caseina ¢ reduzida em pH baixo, durante a preparagdo da coalhada, em que o pH esta
baixo, ha liberagdo de plasmina que ¢ perdida no soro;
5- Concentragéo de sal no queijo: a concentragdo 6tima de sal na umidade do queijo é
de 2% ( DELACROIX-BUCHET&TROSSAT, 1991), €
6- pH do queijo: plasmina tem atividade maior em pH alto, com um nivel 6timo entre

7,5-8,0 (FOX & STEPANIAK, 1993).

VISSER & DE GROOT-MOSTERT (1977) mostraram a contribuigdo da
plasmina em queijo tipo Gouda, que é muito semelhante ao queijo tipo Prato (massa
semi-cozida e lavada), pela aparigdo de peptideos de baixo peso molecular € pequenas
quantidades de amino4cidos, principalmente Lys, Ser ¢ Glu, contribuindo desta forma
para a formago de aroma e sabor dos queijos, s6 que em menor proporgdo que as

produzidas pelas enzimas do coalho e culturas "starters".
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Para aumentar a velocidade das reagdes bioquimicas e quimicas que ocorrem
no periodo de cura do queijo, é necessério fazer uso de uma tecnologia de aceleragio
que alcance esse objetivo sem alterar a qualidade do produto final. Segundo KIRBY
(1989), os principais objetivos almejados com a aceleragdo da maturagéo sao:

- incremento na margem de beneficios para os fabricantes;
- aumento da confiabilidade do desenvolvimento do sabor curado;
- compensar as mudangas de sabor produzidas pela introdugio de tecnologia nova;

- incrementar a gama de produtos/sabores disponiveis para o consumidor.

3.3.3- Processos para acelerar a maturacio

Existem varios métodos utilizados para acelerar a maturagdo. Dentre eles,
destacam-se a elevagdo da temperatura de maturagdo, a modificagdo das bactérias do

fermento lactico, a produgéo de "slurry cheese” e a adigdo de enzimas extracelulares.

3.3.3.1-Elevacio da temperatura de maturacio

Ainda que a elevagdo da temperatura de maturagio seja um dos melhores
métodos disponiveis (ficil execugdo e custo baixo), poucos trabalhos tém sido
realizados a nivel internacional sobre o assunto. NUNEZ et al.(1986) mostraram um
aumento de aproximadamente 90% no nitrogénio solivel em queijo Manchego

maturado a 20°C, quando comparado com o queijo maturado a 5°C.

O método de elevagdo da temperatura tem possibilidades significativas desde
que aplicado de um modo cuidadoso. Alguns critérios de composigéo do queijo que
foram estabelecidos por KIRBY (1989) para serem seguidos antes de por em pratica o

método, aparecem na Tabela 02.

E necessario ter o queijo na composigdo correta. Os niveis de sal e umidade
(expressos por teor de sal na umidade) sdo importantes em qualquer queijo; se a

temperatura de cura do queijo vai ser aumentada é recomendavel manter estes
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parametros dentro dos intervalos mostrados. A recomendagdo € que as bactérias que

ndo sio do fermento (particularmente bactérias lacticas na coalhada) devem ser de

1000g-1 na coalhada. O limite superior de temperatura para a maturagdo acelerada
devera ser de 15°C. Qualquer temperatura superior pode acarretar problemas na

textura do queijo, resultando em uma pasta arenosa (KIRBY, 1989).

TABELA 02-Composigéo ideal do queijo utilizado para aceleragéo de maturagio pelo

método de elevagido da temperatura.

Esporos na coalha&a;

ausente em 1g

Alguns fabricantes tém utilizado a combinagdo de varios métodos de aceleragdo
a fim de se reduzir o tempo de cura. A combinagdo da elevagdo da temperatura,
aumento na populagio de bactérias modificadas (lactose negativa, proteinase
negativa), e adigdo de neutrase & coalhada do queijo foi estudada por FEDRICK et al.
(1986) para acelerar a maturagdo. De acordo com o estudo, a elevagdo da temperatura
(16°C versus o usual 8°C) garantiu uma redugdo de 50% no tempo de maturagdo. Tem
sido especulado que a caseindlise, peptiddlise e o desenvolvimento do sabor
proveniente dos aminoacidos precursores podem ser afetados pelo aumento da

temperatura (KIRBY, 1989).

3.3.3.2- Modificac¢iio das bactérias do fermento lactico

E um método de acelerag@o onde sdo empregadas células bacterianas atenuadas

que perderam a capacidade de produzir acido em excesso a partir da lactose. O queijo
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apresentando pouca concentragdo de acido ndo possui o pH baixo, o que deixa a
massa macia € nio quebradiga. Para se atenuar as bactérias utilizam-se principalmente

o choque térmico, a lisozima ou a alteragio genética.

3.3.3.2.1-Choque térmico

O choque térmico consiste em aplicar calor ou baixas temperaturas por um
determinado periodo de tempo (que varia de acordo com as cepas) nas bactérias do
fermento, deixando-as com capacidade reduzida de fermentar a lactose, sem no
entanto, alterar seu sistema enzimatico que é de suma importancia para o processo de

maturagdo (KIRBY, 1989).

EL ABBOUDI et al. (1991) realizaram um trabalho com tratamento térmico
pelo calor em Lactobacillus, verificando que bactérias tratadas a 67°C/22seg. e
adicionadas ao leite antes da coagulagdo apresentaram uma boa taxa de incorporagao e
distribuigdo homogénea no queijo Cheddar. Também se obteve um aumento na lise

das células aumentando assim a velocidade das reagGes de protedlise e peptiddlise.

A adicdo de células tratadas com o calor tem grande importincia para
suplementar sistemas enziméticos. O aumento potencial na protedlise do queijo tem
especial consideragio na degradagio da caseina, de modo que o processo de
degradagdo permanece balanceado. Esta degradagdo balanceada ¢ de grande
importancia na eliminagdo de peptideos amargos devido ao fato das células tratadas
pelo calor serem uma fonte suplementar ndo somente de proteases mas também de
peptidases. Estas talvez hidrolisem peptideos responsaveis pelo sabor amargo no
queijo quando se faz uso, por exemplo, de Neutrase® para acelerar a maturagdo (EL
SODA & PANDIAN, 1991). A adigdo de Lactobacillus também permite
simultaneamente o aumento das enzimas proteoliticas e sistema enzimatico
supostamente responsaveis pela conversdo dos produtos de protedlise a componentes

do sabor.
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O método do choque térmico pelo calor é simples € conveniente € ndo interfere
com o processo de fabricagdo do queijo. Na adigfo a técnica nio representa barreiras
legais ou complicagdes tecnologicas, pois pode ser feita em uma unidade de
pasteurizagdo que ¢ acessivel em qualquer fabrica de queijos (EL ABBOUDI et al,
1991).

As bactérias tratadas termicamente pela baixa temperatura (freeze-shocked) de
L. helveticus mostraram acelerar a protedlise, o desenvolvimento do sabor e a
degradagdio de peptideos responsaveis pelo amargor quando adicionada em queijo
Gouda (EL SODA & PANDIAN, 1991). Esse método ¢ menos utilizado que o de calor

por ser um processo tecnologicamente mais complicado

3.3.3.2.2-Lisozima

A lisozima é uma enzima exdgena capaz de lisar a parede celular
polissacaridica do fermento deixando-o sem capacidade de metabolizar a lactose do
queijo, nio produzindo acido. O método da lisozima € pouco utilizado para se atenuar
células do fermento, pois existem métodos mais eficazes, como o choque térmico e
alteragdo genética. A lisozima tem seu uso dirigido para prevengdo do crescimento de
Cl. tyrobutyricum em queijos tipo holandes e suigo e como alternativa para uso do
nitrato, evitando o estufamento tardio em paises onde o uso de nitrato € proibido

(FOX & STEPANIAK, 1993).

3.3.3.2.3-Alteracio genética

A alteragdo genética € um processo onde as bactérias do fermento sdo

modificadas no intuito de aumentar a taxa de protedlise (protease’) e diminuir a

acidificagdo do queijo (lactase). A modificagdo genética tem sido usada para o

”s

desenvolvimento da resisténcia bacteriofagica bem como mecanismos de inibigdo "in

vivo” de microrganismos indesejaveis. A suposi¢do de que a protedlise excessiva
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causada pela lac adicionada ao queijo levaria & formagdo de sabor amargo, mostrou
que é melhor misturar as bactérias mutantes com as starters (EL SODA & PANDIAN,
1991).

STADHOUDERS et al. (1988), investigaram a possibilidade de adigdo de
variedades Prt ou Prt as bactérias normais dos starters durante a fabricagdo de queijo
Gouda. Os autores concluiram que culturas exclusivamente Prt ndo foram uteis para

um bom desenvolvimento de sabor. Entretanto, a presenga de 20% de Prt™ foi

suficiente para levar 2 méxima protedlise e ao desenvolvimento de sabor.

FARKYE et al. (1990), realizaram experimentos com Prt Lact. lactis
ssp.cremoris UC-317 e sua variante Prt” UC-041, para verificar o desenvolvimento de

textura e sabor em queijo Cheddar. O trabalho permitiu concluir que hé diferengas
significativas nos dois casos, com excegdo do nitrogénio soliivel em queijo Prt e Prt

. ~ . . . . ’ .o +
de mesma idade que ndo apresentaram diferenca significativa. Ja o queijo Prt mostrou
um alto nivel de nitrogénio ndo protéico durante a maturagdo. Queijo proteinase
positiva teve melhor classificagdo para desenvolvimento de sabor e textura que

proteinase negativa de mesma idade.

O papel que a bactéria exerce na maturagio do queijo varia com o gene € a

espécie de bactéria alterada (EL SODA & PANDIAN, 1991).

3.3.3.2.4- "Slurry" Cheese

"Slurry" é uma pasta semi-solida maturada a 30°C por 4-5 dias que contém
cerca de 40% de solidos, 3-5% de solug@o de cloreto de sodio e fermento. Apds o
periodo de maturagdo, o "slurry" ¢ adicionado na coalhada durante o processo de

fabricagio de queijo para acelerar a maturagao.

Com a intengdo de intensificar o desenvolvimento do sabor tipico em queijos
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“slurries”, a influéncia da adigdo de certos aditivos e condigdes de maturagdo dos
mesmos tem sido estudada por varios pesquisadores. KRISTOFFERSEN et al. (1967)
adicionaram aos "slurries” 10 a 100 ppm de glutationa (GSH), que possui a capacidade
de dissociar peptideos e proteger grupos enzimaticos, e verificaram o desenvolvimento
completo de sabor em queijo Cheddar (ao longo da formagéo de acido butirico),
cadeias longas de 4cido graxo, aumento de proteina soluvel e aceleragdo do
crescimento de bactérias. SINGH & KRISTOFFERSEN (1970) observaram que a
combinagdo da adi¢do de 100ppm de GSH e incubagdo a 30°C ou 35°C foi necessaria
para o desenvolvimento intenso do flavour de Cheddar apés 7 dias. Estes
pesquisadores também observaram melhora na intensidade do sabor pela agitagdo
di4ria do "slurry” e adigo de citrato de s6dio (500ppm), manganés ou MnSO, (5ppm)

e riboflavina (2ppm).

SOOD & KOSIKOWSKI (1979) adicionaram protease de fungos selecionados
e preparado de lipase em varios niveis, verificando que enzimas microbioldgicas
requerem wma quantia 6tima para aceleragdo do sabor em “slurries” de Cheddar
(0,0015% de proteinase fingica e 0,0003% de lipase). Os "slurries” tratados com
enzimas microbianas contém um alto nivel de proteina solivel, alto teor de acidos

graxos livres, grande quantidade de bactérias, degradagéo de ag e B- caseina, € um

alto valor de pH.

O método de "slurries" ainda é pouco utilizado para acelerar a maturagdo de
queijos, tendo seu uso dirigido para petiscos, biscoitos e imitagdes de produtos lacteos

(EL SODA, 1993).

3.3.3.2.5- Adic¢io de enzimas extracelulares

A adigdo de enzimas extracelulares é 0 método mais direto onde basicamente as
enzimas sdo adicionadas para aumentar a taxa de proteolise e/ou lipélise (proteinases e
lipases, respectivamente). Peptidases também sdo adicionadas na tentativa de

aumentar a concentragdo de amino4cidos livres bem como a protedlise total.
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As lipases e proteinases sdo as principais enzimas utilizadas atualmente, sendo
a lipase utilizada para queijos gordos como Azul, Feta, Parmesdo etc, onde a lipélise ¢
o fendmeno predominante e responsavel pela formagdo dos acidos graxos volateis

(KIRBY, 1989).

Dentre as proteinases comerciais mais usadas para a aceleragdo da maturagéo
destacam-se a Neutrase®, Maxatase®, Rulactine® e Corolase®, sendo que a

proteinase mais comumente utilizada é a Neutrase® pura ou em combinagdo com

outras peptidases (EL SODA, 1993).

A adig¢@io de proteinases de diversas origens, desde bactérias até fungos, tem
sido utilizada para aumentar a degradagdo protéica, mas muitas delas desenvolvem um
sabor amargo no queijo com diminui¢gdo do rendimento. A protease que tem
apresentado melhores resultados € protease neutra de Bacillus subtilis (CARVALHO
& SILVA, 1993).

A Neutrase® é enzima extracelular produzida por uma cepa selecionada de
Bacillus subtilis, sendo uma endoprotease bacteriana, aplicavel na maioria dos casos
em que se queira degradar de maneira moderada ou extensiva, uma substéncia protéica
em peptideos. E uma metaloprotease (Zn) estabilizada com Ca'™ e as suas condigdes
6timas de funcionamento sdo 45-55°C e pH de 5,5-7,5. Sua estabilidade a uma certa
temperatura é afetada pelo tipo e concentragdo das proteinas presentes. A hidrolise das
proteinas utilizando-se a Neutrase ® resulta na quebra das macromoléculas de

proteina a pequenos peptideos e, no caso de serem usadas enzimas adicionais, a

aminoacidos (NOVO NORDISK).

LAW & WIGMORE (1982) mostraram que a Neutrase® combinada com
peptidases produzidas por Lactococcus resulta em um queijo aceitavel. Esses
experimentos conduziram ao desenvolvimento de um produto comercial conhecido

como "Accelase".
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O uso de uma tinica enzima tem apresentado distirbios no equilibrio dos
componentes que formam o sabor do queijo. Portanto, foram desenvolvidos
"Coquetéis de enzimas" como o "Naturage" (protease + peptidase + cultura),
"Flavourage" (protease + lipase), e a "Accelase” (protease + peptidases) (EL SODA,
1993), como mostra a Tabela 03.

Na tentativa de diminuir essa alteragdo no sabor quando da adi¢gdo de uma

tnica enzima, varios autores tém utilizado combinagdes de métodos de aceleragdo e

coquetéis de enzimas

TABELA 03- Misturas de enzimas usadas para a maturagdo de queijo.

Naturage Protease +Peptidase +cultura Miles

Accelase Protease + Peptidase Imperial Biotechnology

Os métodos de adigdio de enzimas aos queijos consistem em uma das maiores
limitagSes ao uso de enzimas extracelulares para acelerar a maturagdo. Se as enzimas
sio adicionadas ao leite, a caseina (que € o principal substrato) € atacada
prematuramente e pequena parte da enzima € retida na massa, o que aumenta o custo,
além de inviabilizar o soro. A adigdo de proteinases ao leite também resulta em uma
redugdo no rendimento do queijo e no aparecimento de defeitos de sabor durante a
fabricagdo e no estagio proximo da maturagdo. Um método para reter as enzimas seria
a adigdo a coalhada utilizando sal como diluente e veiculo (EL SODA, 1993; KIRBY,
1989).

A adigio de enzimas a coalhada ¢ eficiente somente no caso de queijos em que
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a remogdo do soro é feita antes da prensagem dentro da sua forma final (EL SODA,

1993).

A eficiéncia de qualquer enzima adicionada a coalhada para acelerar a
maturagdo depende dos seguintes fatores (WILKINSON et al., 1992):
-dosagem da enzima, proporg¢do de peptidase para atividade da proteinase,
-distribui¢do uniforme da enzima na coalhada (para evitar manchas avermelhadas
oriundas da atividade proteolitica),
- estabilidade da enzima na coalhada,
- substrato especifico,
- quantidade de enzima perdida na prensagem e temperatura de armazenamento do

queijo.

TYE et al. (1988) utilizaram uma protease bacteriana adicionada ao leite
pasteurizado na fabricagdo do queijo Cheddar obtendo um produto maturado mais
rapidamente que o queijo controle produzido tradicionalmente. Aminoéacidos com
sabor doce (serina, glicina, hidroxiprolina, prolina, treonina e valina) e aqueles que
conferem um sabor amargo (metionina, histidina, lisina, leucina, isoleucina, arginina e
fenilalanina) apareceram em concentragdes mais altas no queijo com adigdo de
protease. Na analise sensorial os queijos com adigdo de protease obtiveram

preferéncia na escala heddnica alcangando pontuagdes superiores ao controle.

TREPANIER et al. (1992) utilizaram a associagdo de trés processos: L. casei-
casei L2A para controlar a microflora indesejavel, células de L. casei-casei L2A

tratadas termicamente pelo calor na concentragio de 1,0%, e Neutrase® na

concentragdo ndo maior que 1.010-3 AU/g de queijo, ¢ concluiram que este sistema
levou a um aumento de 60% na intensidade do sabor de queijo Cheddar quando

comparado com o queijo controle.

MINUSSI et al. (1995) estudaram trés métodos de aceleragdo de maturagdo de
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queijo tipo Prato. Os queijos foram elaborados usando-se fermento com maior nimero
de células viaveis (cultura concentrada), cultura em meio hidrolisado e cultura
tradicional adicionada de mistura de enzimas proteoliticas e lipoliticas ¢ observaram
um aumento progressivo do teor de nitrogénio soluvel dos queijos, medido pelo indice
de extensdio de maturagdo. Entretanto, todos os queijos apresentaram gosto amargo

apoOs sessenta dias de maturagao.

NUNEZ et al. (1986) observaram maior degradagdo de as, e [B-caseina na

maturagio de queijo Manchego produzido pela adigdo de Neutrase a 0,004 Anson/litro

de leite, com um concomitante aumento no sabor e redugio no tempo de cura.

A Tabela 04 mostra as diversas formas da adi¢@o de enzima no queijo segundo

LAW (1987).

TABELA 04 - Métodos alternativos de adigdo de proteinase no queijo.

Distribuic
Textura da coathada
. Rendimety =
Contaminagio do soro

O encapsulamento consiste num sistema onde as enzimas sdo revestidas por
gelatina, gordura de leite ou lipossomas de fosfolipideos, que liberam as enzimas apos
a dessora quando a maturagfo se inicia, evitando a perda e a contaminagdo do soro

(KIRBY, 1989).

Usando este método, a industria de queijo pode rapidamente explorar o sistema
de enzimas para variedades de queijos como Cheddar, que sdo salgados internamente.

A distribuigdo ndo é perfeita, entretanto; queijos de superficies salgadas ndo sdo
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susceptiveis a tal tratamento. Idealmente a enzima pode ser adicionada ao leite para
proporcionar um sistema homogéneo de distribuigdo, independentemente da técnica de
fabricagdo (LAW, 1987), o que pode ser conseguido através do microencapsulamento.
LAW & KING (1985), usaram lipossomas para adicionar proteinase neutra de B.
subtilis ao leite para fabricagdo de queijo Cheddar e obtiveram éxito, permanecendo
cerca de 90% das enzimas na coalhada. O encapsulamento pode portanto,
proporcionar a futura geragio de métodos enzimaticos para maturagio de queijo,

porém necessita de estudos mais aprofundados (LAW, 1987).

3.3.4- indice de Maturacio

A detecgiio e quantificagdo dos produtos de degradagdo das proteinas do queijo
sdo usados como pardmetros para expressar o indice de maturagido, uma vez que a
extensdo da degradagdo das proteinas tem implicagdes diretas no desenvolvimento da

textura, sabor e aroma da maioria dos queijos maturados. (LAW, 1987).

O indice de maturagio dos queijos se caracteriza pela quantidade de
substancias nitrogenadas de baixo peso molecular que se tornam soliiveis na fase
aquosa do queijo, através da a¢do da renina sobre a caseina. Essas substincias sdo
acumuladas durante a maturagdo e sdo referidas como porcentagens do nitrogénio total
presentes no queijo (KOSIKOWSKI, 1978; LAW, 1987; WOLFSCHOON-POMBO,
1983).

A precipitagdo fracionada (ou solubilizagdo), visa a separagdo dos componentes
nitrogenados em diferentes fragSes soliveis e seu conteudo é determinado pelo
método de Kjeldhal. Ela oferece a base dos métodos mais simples e rapidos para a
medida da quantidade de proteinas do queijo solubilizadas pela agio de enzimas
proteoliticas (LAW, 1987; VISSER, 1977). Estas técnicas estdo resumidas na Tabela
05. A solubilidade em 4gua ou em pH 4,6 é, provavelmente, 0 método mais usado para
o fracionamento inicial dos compostos nitrogenados do queijo, ou como um indice

bruto de protedlise (FARKYE et al., 1990).
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Segundo CHRISTENSEN et al. (1991) a solubilizagdo em tampéo citrato,
seguida por precipitagdo a pH 4,6, é um procedimento eficiente e deve ser preferido
porque apresenta methor dispersdo a pH 7-8, ¢ pratico para determinagéo do conteiido
de nitrogénio total na solugdo de queijo onde os componentes ndo nitrogenados

precipitam.

TABELA 05: Composi¢do de fragdes nitrogenadas soluveis usadas como indice de

maturagdo de queijos (LAW, 1987).

N solavel em agua : Proteinas, peptideos, aminoacidos.

(agua, solugdes salinas, pH 4,6)

{(solivel TCA; soluve ]
N solavel SSA Peptideos muito pequenos,
N solavel PTA ' aminoacidos.

N solavel acido picrico

TCA: acido tricloroacético
SSA: acido sulfosalicilico
PTA: acido fosfotingstico

3.3.5-Indice de Profundidade de Maturacio

O indice de profundidade de maturagdo dos queijos abrange as substincias
nitrogenadas de baixo peso molecular, que se acumularam durante o periodo de
maturagio, como os aminoacidos livres e os peptideos de baixo peso molecular, pela
a¢dio das enzimas microbianas (GRIPON et al., 1975; LAW, 1987, WOLFSCHOON-
POMBO, 1983).

A precipitagdo de componentes nitrogenados com TCA tem sido utilizada em

diferentes concentragdes, variando de 2-2,5% a 12%, sendo que estes valores se

referem & concentragdo de TCA ao final da solugéo.
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KUCHROO & FOX (1982) demonstraram que 44% do nitrogénio solivel em
pH 4,6 foi solavel em TCA 12%. A fragdo solivel em TCA 12% contém pequenos
peptideos e aminoacidos. O TCA apresenta bons. resultados quando usado no
subfracionamento da fragdo soliivel em pH 4,6 e em agua (CHRISTENSEN et al,
1991). A fragdo soliivel em TCA 12% tem sido usada como um indicador para a
maturagdo do queijo. Foi verificado que a agéo das enzimas do fermento levam a
formagio de pequenos peptideos e aminoacidos, que sdo a fonte de detecgdo do

nitrogénio soltivel com este reagente.

A profundidade da maturagdo pode ser quantificada através do teor de
nitrogénio ndo-protéico (NNP) solavel em solugdo de 4cido tricloroacético,
quantificada pelo método de Kjeldahl e expresso como porcentagem do nitrogénio

solavel total, expresso por NNP/NT x 100 (WOLFSCHOON-POMBO, 1983).

3.3.6- Lipdlise

Durante o processo de maturagdo, as enzimas lipoliticas presentes nos queijos
sdo responsaveis pela degradagdo da fragio lipidica, liberando 4cidos graxos livres, os
quais sio componentes importantes no desenvolvimento do aroma em queijos

maturados (SCOTT, 1986).

Quando ndo é feita a adigdo de lipase no processo de fabricagdo, a lipase
microbiana é a principal responsavel pela hidrolise dos acidos graxos durante o
periodo de maturagdo, j4 que a lipase nativa do leite ¢ inativada no processo de

pasteurizagdo (RENNER, 1987).

De acordo com SCOTT (1986), embora o aroma desenvolvido nos queijos
maturados seja uma mistura quimica extremamente complexa, os acidos graxos que
mais contribuem na sua formagdo sio: acido butirico (C,), 4cido caproéico (Cy), acido
caprilico (C,), 4cido caprico (C,), acido laurico (C ,) e 4cido miristico (C, ). Todos

estes acidos graxos de cadeias curtas podem dar origem a compostos mais simples
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como as cetonas, que representam um dos principais componentes do aroma em

queijos maturados.

Segundo BONASSI (1978), dentre os compostos que contribuem para a
formagdo do aroma em queijo Prato, estdo incluidos os 4cidos graxos. Através de uma
avaliagdo quantitativa dos acidos graxos livres volateis liberados durante a maturag@o,
foi possivel constatar que o queijo Prato apresentou, no final de sessenta dias de
maturagio, maiores concentragdes de 4cido acético (75,2mg/100g de queijo) e butirico
(41,4mg/100g de queijo), valores médios de acido caproéico (20,1mg/100g de queijo) e
quantidades bem pequenas para os &cidos propidnico (2,5mg/100g de queijo) e

isovalérico (1,3mg/100g de queijo).

3.3.7- Textura e maturacio

As caracteristicas reoldgicas de textura sio de fundamental importincia na
aceitagio de produtos alimenticios uma vez que estdo associadas as propriedades
sensoriais, sendo que estas caracteristicas sdo percebidas principalmente pelos 6rgaos

do tato. (CAMPOS, 1989).

As caracteristicas reoldgicas servem como pardmetros das condigdes de
processo ¢ dimensionamento de equipamentos, pois a partir da analise reologica
podem-se controlar alguns atributos conferidos ao produto pelo préprio consumidor,
permitindo assim, ao fabricante, obter um produto com qualidade satisfatéria e com

economia de produgdo. (CAMPOS, 1989).

A percepgdo sensorial da textura depende principalmente da deformagéo
resultante da aplicagdo de pressdo e/ou das propriedades de superficie, tais como

rugosidade, suavidade ou adesividade, avaliadas pelo sentido do tato.

As propriedades reologicas dos queijos afetam a consisténcia percebida na

boca, o uso do produto (por exemplo, o corte), a garantia de manutengdo do seu
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formato, dentre outras. Essas propriedades variam de acordo com o tipo de queijo €
podem mudar durante a maturagdo. Conseqilentemente, a consisténcia € um
importante simbolo de qualidade. A consisténcia depende da composigdo do queijo,
notadamente dos teores de umidade, gordura e sal, do pH e da degradagdo de proteinas

(VISSER, 1991).

Durante a maturagdo ocorrem varias mudangas que podem ser importantes no
desenvolvimento da textura: a) a estrutura € composigdo se tornam mais uniformes,
particulamente nos estagios iniciais, devido a fusfio dos grdos de coalhada e redugdo
dos gradientes de sal, umidade e pH; b) os queijos perdem 4gua por evaporagéo € pelo
avango da sinérese (especialmente proximo as extremidades) e devido a protedlise; ¢)
a maturagdo implica principalmente no rompimento da rede de paracaseinato; causa
também ligeiro aumento do pH, devido a formagdo de grupamentos alcalinos em
decorréncia da protedlise e da degradagdo de acido lactico (CREAMER & OLSON,
1982; LAWRENCE et al., 1987).

Existem duas fases no desenvolvimento da textura durante a maturagdo. A
primeira fase compreendida entre os primeiros 7 a 14 dias quando a textura plastica do
queijo novo é rapidamente convertida para uma textura macia e ha obtengdo de um
produto mais homogéneo. Isto se deve ao enfraquecimento da rede de caseinas que
compde a microestrutura do queijo, que ocorre quando aproximadamente 20% da o~
caseina ¢ hidrolisada pelo coagulante dando origem ao peptideo os;-I. A segunda fase
envolve uma mudanga mais gradual na textura, pois a caseina ¢ hidrolisada mais
lentamente (CREAMER & OLSON, 1982; LAWRENCE et al, 1987). Em alguns
queijos uma fragio da caseina (o-caseina) ainda pode ser encontrada intacta mesmo
depois de varios dias ou até semanas. Em um trabalho realizado com queijo Gouda
observou-se que 90% da B-caseina permanecia intacta ap6s 10 semanas de maturagéo

(LAWRENCE et al., 1987).

Segundo LAWRENCE et al.(1983), o queijo ¢ formado por uma estrutura
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basica que pode ser modificada durante a maturagio. Esta estrutura é afetada
principalmente pela variagdo do pH e umidade, além das fragdes protéicas formadas
durante a protedlise. A textura de um queijo esta diretamente relacionada a estrutura
basica e é influenciada principalmente pelo pH e pela taxa de caseina intacta presente

na massa.

A textura de um queijo novo muda com relativa rapidez, quando as estruturas
das moléculas de oy -caseina sdo clivadas pelo coalho residual. Em queijos tipo
Cheddar e Gouda, estas alteragdes se refletem principalmente no aumento da firmeza e
em uma diminui¢do da elasticidade. Em parte, isto ¢ causado pela perda dos elementos
estruturais, mas uma outra caracteristica da protedlise provavelmente € significativa. A
clivagem de cada ligagdo peptidica gera dois novos grupos idnicos, que competirdo
pela 4dgua disponivel no sistema. Assim, a 4gua disponivel para solvatagdo das cadeias
de proteinas se liga a0s novos grupos idnicos, tornando o queijo mais firme e menos
facilmente deformavel. Esta mudanga, em combinagdo com aquelas observadas na

matriz protéica, da o efeito observado na textura (LAWRENCE et al., 1987).

Quanto menor a relagdo de umidade/caseina, mais firme sera a matriz de
caseina no queijo. Pequenas variagdes na relagdo umidade:caseina resultam também
em grandes mudangas na umidade disponivel, uma vez que a maioria da umidade esta
ligada & caseina e aos seus produtos de degradagio. Mesmo pequenos decréscimos na
atividade de 4gua, provocam diminuigdo na atividade proteolitica do queijo. O teor de
renina residual em relagdo a caseina é menor em queijos de baixa umidade e a

variagdo da textura, nesse caso, sera mais lenta (LAWRENCE et al., 1987).

O queijo é considerado um material visco-elastico, o que significa que suas
caracteristicas reologicas podem variar de elstico a viscoso, dependendo do tipo de
queijo (duro, semi-duro, mole, semi-mole). O queijo tipo Prato é um queijo semi-duro,
de massa semi-cozida e possui propriedades fisicas bem definidas que dependem

também da idade do queijo.
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O comportamento reoldgico de queijos semi-duros é descrito em termos da
reologia de um material composto. Os glébulos de gordura presentes agem como
particulas acumuladas na matriz aquosa dos agregados protuberantes da caseina

(VISSER, 1991).

A textura é expressa por um conjunto de caracteristicas fisicas como a firmeza
e a adesividade. A firmeza é o parAmetro avaliado com maior frequéncia. Correlagbes
satisfatorias foram obtidas com relagdo ao parimetro de dureza do “Texture Profile
Analyses”(TPA), como sendo a maxima forga da curva de for¢a de compressdo. A
adesividade, no entanto, é de dificil correlagdo entre as analises instrumental e

sensorial (ZOON, 1991).

A caracteristica reolégica do queijo, pode ser quantificada pelos seguintes
parametros (VISSER, 1991): a) o médulo de compressdo (mede a firmeza do queijo);
b) a deformagdo relativa na fratura (mede o encolhimento/alongamento da estrutura do

queijo); ) a forga da fratura, relacionada também com a firmeza.

A avaliagdo da textura pode ser realizada de varias formas, mas o método mais
utilizado é o da penetragdo do cone, que estd subdividido em for¢a constante e
velocidade constante. O método de penetragdo por for¢a constante se baseia em
penetrar uma amostra com um cone sob uma forga constante até uma determinada
profundidade e é medida em relagdo a um certo tempo. O de velocidade constante €
aquele em que a penetragdo se da a uma velocidade constante e, nesse caso € medida a
for¢a necessaria para se obter uma certa distdncia de penetragio. Em ambos os
métodos a forga pode ser empregada pelo peso do cone ou simplesmente por um
aparato de compressdo. Uma vantagem desse método € a constancia da razdo de forga
que ¢é recomendada para queijos devido as suas caracteristicas mecénicas e,
possivelmente incluindo a elasticidade, depende do grau de deformagio. Mas a maior
vantagem do teste de penetragdo € a facilidade de se aplica-lo uma vez que em muitos
queijos pode ser feita diretamente na pega, na propria embalagem (VAN VLIET,

1991).
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1-MATERIAL

4.1.1-Matéria-prima

Para os processamentos dos queijos tipo Prato, o leite de vaca tipo B cru, ndo
padronizado quanto ao teor de gordura, foi fornecido pela Cia. Agropecuaria Tuiuti
(Shefa), situada no municipio de Amparo, no estado de Sdo Paulo. O leite foi
pasteurizado no Centro de Tecnologia de Laticinios (Tecnolat) ITAL. As analises

fisico-quimicas, realizadas no leite antes da pasteurizagdo, resultaram nos valores

médios apresentados na Tabela 06.

TABELA 06: Resultados médios das analises fisico-quimicas do leite tipo B

(Processos A, B e C).

o ‘Den51dade :
Gordura (%)

Lactose (%)

Extrato sécototal (%)” -
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4.1.2-Coadjuvantes Técnicos

- Coalho: Para a coagulagio do leite (32°C/45min.) foi utilizado o coalho liquido
comercial (constituido por mistura de cerca de 80% de pepsina bovina e 20% de

renina), da marca Chr. Hansen's®.
- Corante: Utilizou-se corante vegetal da marca Chr. Hansen's®.

- Fermento-lactico: Empregou-se fermento lictico DVS tipo LD (Chr. Hansen's®),
constituido pelas seguintes bactérias lacticas: Lactococcus lactis subsp. lactis;
Lactococcus lactis subsp. cremoris; Lactococcus lactis subsp. lactis variedade

diacetylactis e Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris.

- Cloreto de cilcio: Foi utilizado cloreto de calcio 50% da marca Chr, Hansen's.
- Nitrato de potassio: Utilizou-se nitrato de potassio da marca J.T. Baker.

- Cloreto de sédio: A salmoura foi preparada com cloreto de sédio comercial,

- Enzima: Para a fabricagdo do queijo tipo Prato (método modificado) foi empregada
uma protease bacteriana, a Neutrase®, proveniente da Novo Nordisk Bioindustrial do
Brasil, Araucaria-PR. O produto foi utilizado em forma liquida (Neutrase ® 0,5L - 0,5
AU/g).

4.2 - METODOS

4.2.1- Tecnologia de fabricacio

Foram realizados 6 experimentos, cada um constando de 2 fabricages em
paralelo, uma pelo método padréo e outra pelo modificado com adigio de enzima

proteolitica. Foram utilizados 300L de leite tipo B cru em cada fabricagdo
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(padréo e modificado), num total de 600L por experimento.

Processos A, B e C - Elaboragio do queijo tipo Prato pelo método
tradicional, de acordo com os dados de literatura especializada (OLIVEIRA,
1986, VAN DENDER et al., 1986) e fabricagdo do queijo tipo Prato pelo método
modificado, com a adi¢do de enzimas proteoliticas 3 massa do queijo numa
concentragdo de 25, 15 e 10mg enzima/quilo de leite, respectivamente. A
elaboragdo dos queijos tipo Prato , foi feita segundo a Tabela 07.

Tabela 07: Resumo das principais caracteristicas dos processos.

Tradicional Modlf;cado Tradlmon»;l“ Modificado Tradicional Modificado

Enzima _ 25mg/kg _ 7 ISmg/i(g . 10mg/kg
Neutrase® leite leite leite
4.2.1.1. Metodologia

De modo geral, as etapas dos processamentos foram as seguintes :
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I-Método tradicional
a- Recepgdo do leite a 4°C.
b- Pasteurizagdo do leite a 63°C durante 30 minutos.

c- Resfriamento a 32°C e adi¢do de cloreto de cilcio (50mL/100L de leite),
fermento lactico (LD-1%), corante vegetal (10mL/100Lde leite), nitrato de potassio
(15g/100L de leite).

d- Coagulagéo do leite a 32°C, utilizando quantidade suficiente de coalho para
coagular em 45 minutos. O ponto de corte foi determinado pela verificagdo da
resisténcia do coagulo.

e- Corte da coalhada em pequenos grios com auxilio de uma lira.

f- Agitagdo lenta e cuidadosa durante 20 minutos (primeira agitag#o) e a seguir,
dessoragem de 30% do volume (primeira dessora).

g- Aquecimento gradativo da massa de forma indireta (através da camisa do
tanque de fabricagdo) e direta com 17% de 4gua a 80°C, até atingir 40°C, de modo a
obter uma elevagdo de temperatura de 1°C para cada 3min, sempre agitando a massa.
O tempo total de aquecimento foi de 24 minutos. Agitagdo mais vigorosa,
completando 40 minutos (segunda agitagdo), até alcancar o ponto de massa (verificado
pela consisténcia dos graos).

i- Dessora e pré-prensagem durante 20 a 30 minutos, aplicando-se uma pressio
equivalente a cerca do dobro do peso da massa.

I- Corte, enformagem em formas retangulares de 1,0 kg, proprias para queijos
Prato tipo Lanche, com dessoradores.

m- Prensagem durante 30 minutos com ar comprimido (25 libras). Os queijos
foram tirados da forma, virados e procedeu-se a prensagem com prensa mecanica até o
dia seguinte.

n-Salga (19°Bé = 20% sal) por 24 horas.

o- Secagem em temperatura ambiente.

p- Embalagem a vacuo em embalagens plésticas termoencolhiveis (“cryovac”).

q- Os queijos foram pesados e levados para a cidmara de maturagdo, com
temperatura 12°C (+ 1°C) e 90% UR por 40 dias.
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I1- Método modificado:

Para o método modificado as etapas foram basicamente as mesmas até a massa
alcangar o “ponto”. Retirou-se entdo aproximadamente 70% do soro (restando uma
quantidade suficiente para cobrir levemente a massa), adicionou-se a enzima
Neutrase® na forma liquida, previamente dissolvida em soro (Figura 03), na
concentragdo de 25mg/kg leite (Processo A), 15mg/kg leite (Processo B) e 10 mg/kg
leite (Processo C). Enquanto se fazia a adigdo da enzima, a massa era agitada com o
auxilio de um garfo de ago inoxidavel proprio para fabricagdo de queijos. A seguir a
massa foi deixada em repouso durante 20 minutos a 42°C. Apos decorrido este tempo,
o restante do soro foi retirado e pesado e procedeu-se como no método tradicional

para as demais etapas

FIGURA 03: Adigdo da enzima Neutrase® previamente dissolvida em soro a massa
dos queijos, durante a fabricag@o.
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As Figuras 04 e 05, apresentadas a seguir, fornecem informagdes resumidas

sobre o processamento de queijo tipo Prato pelos processos tradicional e modificado,

respectivamente.

Recepgio do leite a 4°C
Pasteurizagao lenta (63°C/30 minutos)

Resfriamento a 32°C

U
Adic¢do de:

- Cloreto de calcio ( 50mL/100L )
- Fermento lactico (LD - 1%)
- Corante vegetal ( 10 mL/100L )
- Coalho

U

Coagulagao do leite a 32°C/45 minutos
U

Corte com grédo 3 (0,3 - O,Scm3)
1? dessora (30% do volume)
1“agitagdo (20-25 minutos)
Aquecimento:17% de agua a 80°C até atingir 40°C (1°C/3minutos)-24minutos
2%agitacdo (40 minutos)
Dessora e pré-prensagem durante 2&)-30 min.com dobro peso da massa

Corte; enformagem

Y

Prensagem 1° prensa pneumatica 30 min. ¢/ 25 libras pressio
27 prensa mecanica até dia seguinte

Desenformagem, salga, secagem, embalagem, cura.

FIGURA 04: Fluxograma das principais etapas do processo de fabricagdo de queijo
tipo Prato pelo método tradicional. (VAN DENDER et al., 1986).
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Recepgdo do leite a 4°C
U

Pasteurizagdo lenta (63°C/32 min.)

Resfriamento a 32°C

U
Adigdo de:
- Cloreto de célcio ( 50mL/100L)
- Fermento lactico (LD - 1%)
- Corante vegetal ( 10 mL/100L )
- Coalho

U
Coagulagio do leite a 32°C/45 min.

U

Corte com grdo 3 (0,3 - O,Scm3)
1* Dessora (30% volume)
1°Agitag@o (20-25 min.)
Aquecimento:17% de agua a 80°C Eté atingir 40°C (1°C/3min)-24 min.
27 agitacﬁa (40 min.)

* Dessora 70% do volume
U
* Adicdo enzima Neutrase® (25 mg/kg leite-Processo A)
(15 mg/kg leite-Processo B)
(10 mg /kg leite-Processo C)
* Repouso (20 min. a 42°C)

Pré- prensagem (20-30 min.); corte; enformagem.

Prensagem 1? prensa pneumatica 30 min ¢/ 25 libras pressio
2% prensa mecanica até dia seguinte

Desenformagem, salga, secagem, embalagem, cura

FIGURA 05: Fluxograma do processo modificado de fabricagio de queijo tipo Prato.

*variagdes em relagdo ao método tradicional
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4.2.2 - Determinagdes analiticas
4.2.2.1 - Analises fisicas e quimicas

As analises fisicas e quimicas da matéria-prima, do fermento lactico e do soro no
momento do ponto final na fabricagio tradicional e modificada bem como dos queijos
com 1 dia de fabricagdo e durante a estocagem refrigerada (13°C) foram realizadas de

acordo com os métodos descritos a seguir. As anélises foram feitas em triplicata.

- Amostragem: As amostras do leite, soro e coagulo foram retiradas diretamente dos
recipientes, apds uma pequena agitagdo visando homogeneizar o produto. As

amostras do queijo foram trituradas e homogeneizadas em um multiprocessador.

- pH: O pH do leite, soro, fermento lactico e queijo foi determinado por meio de um

potenciémetro pH-Metro Micronal B 375.

- Densidade: Foi determinada no leite por meio do termolactodensimetro B375 de

Quevenne (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

- Extrato seco total: O teor de extrato seco total (EST) do leite, do soro € do queijo
foi determinado pelo método de secagem das amostras mais areia tratada até peso
constante (7 horas), em estufa a 102 = 2°C. (INTERNATIONAL DAIRY
FEDERATION, 1982).

- Gordura: Para as determinagdes do teor de gordura presente no leite e soro foi
utilizado o método de Gerber, e no queijo foi empregado o método de Gerber-van

Gulik (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

- Acidez: A acidez do soro e dos queijos foi determinada por titulagio com NaOH
0,1N, sendo expressa em percentagem de acido lactico. A acidez do leite e fermento

latico foi determinada pelo método de Dornic (NaOH 0,11N), sendo expressa em
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graus Domnic (°D) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

- Lactose: A determinag@o de lactose foi realizada de acordo com o método fenol-
sulfarico de ACTON (1977), sendo utilizadas 0,25g de leite, 2,0 ¢ 4,0 g para os

queijos.

- Cloreto de sédio: O teor de sal do queijo foi determinado pela titulagio com
tiocianato de amonia, do excesso de nitrato de prata adicionado (SERRES et al.,

1973).

- Gordura no extrato seco (GES): O teor de gordura no extrato seco (GES) para o
quetjo foi calculado pela formula:

GESz(

% de gordura) 100
% ES.T.

- Cinzas: As cinzas do queijo foram determinadas em mufla regulada para a

temperatura de 550 + 5°C (HORWITZ, 1975. Proc. 16223).

- Teor de cilcio total, de magnésio e de fosforo: O teor de calcio total, de magnésio e
de fosforo das amostras foi determinado em espectrofotdmetro de emissdo plasma

por argdnio (IMO INDUSTRIES INC-ICP, 1990).

- Ponto crioscépico: O abaixamento do ponto de congelamento do leite foi avaliado
por meio de um crioscopio digital microprocessado modelo M-90 da LAKTRON,
sendo expresso em graus Hortvet (°H).

- Nitrogénio total: O teor de nitrogénio total foi determinado pelo método oficial de

Kjeldahl. O teor de proteina total foi calculado multiplicando-se o valor do nitrogénio

total por 6,38 (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1962; 1964).
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- Nitrogénio solivel em pH 4,6 (NS-pH 4,6): O teor de nitrogénio solivel dos queijos
foi determinado pela dosagem do nitrogénio total do sobrenadante obtido apos
precipitagdo isoelétrica das caseinas (VAKALERIS & PRICE, 1959). O valor final
foi multiplicado por 6,38

- Nitrogénio soliivel em TCA 12% ou Nitrogénio nio protéico (NNP): O teor de
nitrogénio ndo protéico foi determinado pela dosagem do nitrogénio total no
sobrenadante obtido apds precipitagdo da totalidade das proteinas em presenga do
acido ftricloroacético a 12%, segundo o método de ASCHAFFENBURG &
DREWRY (1959). O valor final foi multiplicado por 6,38,

- Determinacdo da atividade de agua (Aw): Foi determinada através de crioscopia

eletronica (VAN DENDER et al. , 1995).

4.2.3 - Fracionamento das substincias nitrogenadas para avaliacio direta da

protedlise

A matéria nitrogenada nos queijos com 1, 7, 14, 21, 28 e 40 dias foi fracionada de

acordo com o protocolo descrito a seguir:

- Homogeneizagdo de 10g de queijo com 40 mL de solugdo de citrato de s6dio 0,5M e
cerca de 80 mL de agua, por aproximadamente 3 minutos, usando o homogeneizador
Virtis. A solugdo resultante foi transferida para um baldo volumétrico de 200 mL e o

volume foi completado com agua destilada (Fragdo 1— Nitrogénio total).

- Uma aliquota de 100 mL desta solugéo (fragdo 1) foi misturada com 10 mL de HC1
1,4IN e o volume foi completado para 125 mL com 4gua destilada. A mistura foi
filtrada em papel Whatman n® 42 obtendo-se uma solugfo cristalina contendo a
porgdo de nitrogénio solivel no ponto isoelétrico (Fragdo 2— Nitrogénio solivel -

pH 4,6).
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- Uma aliquota da fragdo 2 foi tratada com igual volume de TCA ( 4cido
tricloroacético) 24% e filtrada em papel Whatman n° 42, obtendo-se uma solugdo
limpida contendo a porgdo nitrogenada ndo protéica (Fragdo 3 — Nitrogénio ndo-

protéico).

4.2.4 — Métodos para avaliagio direta da protedlise

4.2.4.1 — Determinagio dos indices de extensio (IEM) e de profundidade da
maturacio (IPM)

Estes indices foram obtidos em fung@io dos teores de nitrogénio total (NT),
nitrogénio solivel em pH 4,6 (Ns-pH 4,6) e nitrogénio solivel em TCA 12% ou
nitrogénio ndo-protéico relacionados pelas formulas (a) e (b), respectivamente

(VAKALERIS & PRICE, 1959; WOLFSCHOON- POMBO, 1983, 1989).

(a) IEM= ( NS-pH 4,6/ NT ) x 100
(b) IPM= (NNP/NT) x 100

4.2.4.2 — Determinacio dos teores dos aminoacidos tirosina e triptofano

Os teores de tirosina e triptofano solaveis foram determinados seguindo-se o
método espectrofotométrico descrito por VAKALERIS & PRICE (1959), na fragdo
obtida por precipitagdo isoelétrica das caseinas ( Nitrogénio solavel — pH 4,6). Apos
leitura espectrofotométrica a 270 e 290nm, as concentragdes de tirosina (Tyr) e

triptofano (Trp) foram calculadas usando-se as seguintes formulas:

Tyr (II]M/L) = (0,95 XA 270 —-1,31 XA 290) x2
Tyr (mg/100g de queijo)= mM/L x 453

Trp (ml\/I/L) = (0,307 X A290— 0,020 X A270) x 2
Trp (mg/100g de queijo) = mM/L x 510,5
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4.2.4.3- Determinacio dos teores de aminoacidos livres totais
4.2.4.3.1- Reaciio com 4cido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS)

A determinagdo de a-aminonitrogénio (aminoacidos livres totais ) nas fragdes
nitrogenadas 1 a 3 obtidas no item 4.2.2 foi feita pela reagdo com TNBS (4cido
trinitrobenzeno sulfonico), segundo metodologia descrita por ADLER-NISSEN (1979)
e CLEGG et al. (1982). Este método fundamenta-se na leitura espectrofotométrica do
cromoforo formado pela reagdo do TNBS com aminas primarias. A rea¢do ocorre em
meio ligeiramente alcalino e ¢é interrompida pela diminuigdio do pH. A reagio
colorimétrica foi realizada tomando-se 0,25 mL da amostra, 2,0 mL de solugdo tampd@o
fosfato 0,2125 M pH 8,2 e 2,0 mL de solugio de TNBS a 0,1%. A mistura foi
incubada durante 1 hora a 50°C, ao abrigo da luz. Apés este periodo, a reagdo foi
paralisada pela adigdo de 4,0 mL de HCL 0,1N e deixada em repouso a temperatura
ambiente durante 30 minutos. A absorbancia foi lida a 340 nm contra o branco. A
concentragdo de a-HN; foi calculada usando-se uma curva padrio de L-leucina, feita a

partir de uma solugio contendo 1,5 pmoles/mL desse aminoacido.
4.2.4.3.2- Reacido com ninidrina-cadmio

A fragdo 2 foi analisada quanto ao teor de aminoécidos livres totais usando-se
uma modificagdo do método de ninidrina-cadmio, descrito por FOLKERTSMA &
FOX (1992). O reagente de ninidrina foi preparado dissolvendo-se 0,8 g de ninidrina
numa mistura contendo 80mL de etanol absoluto € 10 mL de 4cido acético glacial. A
solugdo resultante adicionou-se 1g de cloreto de cadmio dissolvido em 1mL de 4gua
destilada. Este reagente deve ser preparado na hora de usar. A reagio colorimétrica foi
realizada tomando-se aliquotas de 10 a 100uL de amostra (para um volume final de
ImL) e adicionando-se 2,0 mL do reagente de ninidrina. A mistura resultante foi
incubada a 84°C durante 5 minutos, resfriada e a absorbancia lida num
espectrofotdmetro a 507nm contra o branco. A concentragdo de a-HN, foi calculada

usando-se uma curva padrio de L-leucina.
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4.2.5- Eletroforese em gel de poliacrilamida (Uréia -PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida (géis de separagdo a 12,5% e de
concentragdo a 4%), foi realizada nas amostras dos queijos tipo Prato tradicional e
modificado para a obteng@o do perfil das fragdes de caseina usando-se uma unidade
vertical Protean II xi (Bio-Rad), de acordo com uma modificagdo do método descrito
por ANDREWS (1983). Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue (CBB),
seguindo-se metodologia descrita por BLAKESLEY & BOEZI (1977).

4.2.6- Determinacio da atividade proteolitica para calcular o teor de enzima

Neutrase® adicionada que foi perdida no soro

Foi realizada de acordo com metodologia descrita por BERGMEYER (1965) e
IADEROZA & BALDINI (1991). A atividade proteolitica é determinada pela hidrélise
enzimica da caseina a 1,0%, pH 7,0 a 37°C durante 30 minutos, seguindo-se de
precipitagdo do substrato ndo hidrolisado com solugio de 4cido tricloroacético (TCA).
A quantidade de produtos hidroliticos ndo precipitados, ou seja, de peptideos soliveis
em TCA, foi determinada a 280nm.

Uma unidade de atividade (UP) foi definida como a quantidade de enzima que,
nas condi¢des de analise, libera em 30 minutos, a partir de uma solugdo de caseina,
uma quantidade de peptideos que tem absorbancia a 280nm equivalente a 1,0 mg de

tirosina.
4.2.7 — Determinacio instrumental da textura

A textura dos queijos tipo Prato fabricados pelos processos tradicional e
modificado foi avaliada utilizando-se o texturometro TA-XT2 Stable Micro Systems

(SMS), computadorizado, cujo software é auto-explicativo. Os resultados sdo

apresentados de forma grafica e a integragdo é feita pelo software especifico do
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equipamento proporcionando a interpretagdo dos resultados. O procedimento adotado
foi o de perfuragdo, onde ¢ medida a forga necessaria para penetrar o queijo com um
cone de 45°C é medida. Foram medidos os parimetros forga maxima, forga méaxima
negativa, area positiva e area negativa em cinco pontos aleatérios nas fatias de queijo.

As condigdes de operagdo do equipamento foram:

e Velocidade constante = 2 mm/s
e Distincia = 10 mm

* Resultados obtidos em fungdo do tempo requerido para penetrar a amostra até 10
mm.

4.2.7.1 - Preparo das amostras para anilise de textura

De cada pega de queijo tipo Prato (tradicional e modificado) foram retiradas
fatias de 30 mm de espessura da ponta ¢ do meio de cada queijo, como mostra a
Figura 06, destinadas a analise de textura. Os resultados foram expressos como a

média das leituras obtidas em ambas as fatias.

As amostras foram embaladas em pequenos sacos plasticos, devidamente
fechados, para evitar o seu ressecamento. A fim de se evitar a influéncia da
temperatura na textura, as amostras foram mantidas em temperatura controlada
(aproximadamente 10°C) dentro de um recipiente isotérmico, por uma hora antes do
inicio da analise. Durante o teste, foi verificada a homogeneidade e a uniformidade
das amostras (presenga de olhaduras, defeitos de prensagem, superficie lisa) visando

uniformizar as medidas.
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FIGURA 06: Retirada das fatias para analise de textura nos queijos.

4.2.8- Anilise Sensorial

Para realizagdo dos testes de anlise sensorial foi selecionada uma equipe de 12
provadores, que foram treinados no Laboratério de Anélises Fisicas, Sensoriais e
Estatisticas (LAFISE) do ITAL. Os provadores foram treinados primeiramente

usando-se sete diferentes maracas comerciais de queijo tipo Prato.

A analise descritiva tem como objetivo a descrigdo das caracteristicas sensoriais
percebidas em um produto e suas intensidades. A fase inicial de uma analise descritiva
€ a obtengdo da lista de caracteristicas a serem avaliadas. Para isso, foi utilizado o
Método Rede (“Grid”), em que sdo apresentados 3 pares de amostras (3 amostras

combinadas 2 a 2) solicitando-se aos provadores que anotem as similaridades e
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diferengas em cada par, onde através de uma ficha sdo levantados os principais

atributos importantes para realizagio da anélise descritiva propriamente dita.
Com os resultados das fichas dos provadores (mostrada na Figura 07) foram
selecionados, apés algumas discussdes, os atributos importantes para analise descritiva

de queijo tipo Prato.

Ficha para o método “Grid”

Por favor compare as duas amostras quanto a aparéncia, aroma, sabor e textura e

indique em que sio similares e em que sdo diferentes.

Nome: Data:
Amostras:; €
SIMILARIDADES DIFERENCAS
Aparéncia
Aroma
Sabor
Textura

FIGURA 07: Modelo da Ficha (Questionario):
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Os atributos selecionados pela equipe sensorial foram:

Aparéncia: cor e presenga de olhaduras.
Aroma: leite, iogurte e queijo.
Sabor: queijo Prato maturado, salgado, amargo, 4cido, doce.

Textura: elasticidade, flexibilidade, firmeza e resisténcia a mastigaggo.

Com estes pardmetros foi montada a ficha para avaliagio da intensidade
dos atributos selecionados nos queijos tradicioanal e modificado dos processos A,

B e C, utilizando escalas lineares ndo estruturadas de 9cm. (STONE et al., 1974).

A avaliagdo sensorial do queijo tipo Prato foi realizada em cabines
individuais no Laboratério de Analise Sensorial LAFISE- ITAL, utilizando o
sistema computadorizado de anilise sensorial COMPUSENSE versio 4.2. As
amostras foram cortadas uniformemente, servidas em pratinhos brancos,
codificadas com nameros aleatérios de trés digitos. A ordem de apresentagio das
amostras servidas aos provadores foi feita obedecendo-se a um sorteio. A cada
provador eram servidas duas amostras codificadas (queijo tradicional e
modificado). Juntamente com a amostra era oferecido o vocabulario com a

descrigdo de cada atributo, uma fatia de p4o e agua para lavagem da boca.

4.2.9- Analise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi feita através de analise de variincia e

teste de Dunnet, utilizando o programa S.A.S (Statistical Analysis System).
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As analises realizadas nos queijos, obedeceram o seguinte cronograma:

D+1 =1 dia ap6s fabricagio
D+7 =7 dias ap6s fabricagdo
D+14 = 14 dias ap6s fabricagdo
D+21 = 21 dias apds fabricagio
D+28 = 28 dias apos fabricagdo
D+40 = 40 dias ap6s fabricagio

4.2.10- Calculo do rendimento

O rendimento dos queijos foi calculado segundo VIOTTO et al. (1996 ),
dividindo-se o peso do queijo apds resfriamento pelo peso total do leite menos o
peso das amostras retiradas até a adigdio do coalho. A comparagio direta de
rendimento dos queijos ndo é muito significativa, ja que as diferengas no teor de
umidade e sal distorcem qualquer comparagdo da recuperagdo de sélidos do leite.
Por esse motivo, calculou-se entéo o rendimento ajustado para todos os queijos.
O rendimento com ajuste de umidade e sal (RAJ) foi calculado considerando-se

o contetdo desejado de sal de 1,8% e umidade de 43%.

(Rendimento) [100-(% umidade real + % sal real)]
RAJ =

100- (% umidade desejada + % sal desejado)
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

S.1- Etapa de processamento

Os resultados das Tabelas 08 e 09 referem-se ao comportamento do soro e da
coalhada respectivamente, nas trés primeiras fases do processo, em relagdo a acidez,

pH e umidade dos métodos tradicional e modificado dos processos A, B e C.

TABELA 08: Resultados médios das analises do soro nas trés primeiras fases dos
processamentos de queijo tipo Prato (processos A, B e C).

 Tradicional Modificado |
Etapa deo pH Acidez (% AL) pH Acidez (% AL)

1332
12,76
13,20
S ,:513575 =
13,76
Ty
12,78

TABELA 09: Resultados médios das analises da coalhada obtida em diversas fases
dos processamentos de queijo tipo Prato (processos A, B e C).

Acidez  Umidade pH  Acidez  Umidade

(%AL) (%) %AL) (%)
005 7653 65 . 005 7700 -

6354 656 005 64,03
43,97

T a66 |
64,43
5128
44,00

2’dessofa k(vPonto)

\p g 26 55 005 4975
Apbs prensagem 4 5,67 X 43,63

2
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O pH do soro se manteve praticamente constante nos processos A e C devido
principalmente a adigdo de 4gua durante o aquecimento. No processo B o pH dos

queijos tradicionais e modificados apresentou um leve declinio apés a 2* dessora.

Nos processo A, B e C o desenvolvimento de acidez no soro manteve-se
praticamente igual nos dois métodos, sendo que no A e C houve um pequeno declinio
apos a 22 dessora, o que ¢ considerado normal devido & lavagem da massa durante o
processo, que acaba diminuindo a concentragdo de acido litico. No Processo B
ocorreu um pequeno aumento apés a 22 dessora, que coincidiu com o declinio do pH,

0 que pode indicar uma maior atividade das bactérias do fermento neste processo.

Com relagdo a coalhada dos queijos no processo A o desenvolvimento de
acidez foi praticamente igual nos dois métodos. Os queijos modificados se
apresentaram levemente mais 4cidos do que os tradicionais, ap6s a prensagem. No B,
a acidez na massa do queijo modificado foi maior do que no tradicional, da 12 dessora
até o final da pré-prensagem, tendo se igualado apés a prensagem. Isto ocorreu
provavelmente devido ao fato de que o corte da massa no método modificado demorou
um pouco mais para ser realizado, resultando em massa com maior acidez na 1°
dessora. No processo C os queijos tradicionais se apresentaram mais acidos que os
modificados apds a prensagem. Isto pode ter ocorrido devido ao tempo em que a
coalhada do método modificado permaneceu em repouso a 42°C, para proporcionar
uma melhor a¢do da enzima Neutrase®. A menor acidificagdo pode ter ocorrido pelo
fato do fermento mesofilo ndo se desenvolver bem em temperaturas altas, o que

retardou a acidificagdo apds a prensagem dos queijos modificados.

O pH teve um declinio apés a prensagem nos métodos tradicional e modificado,
para os processos A, B e C. Esta diminuigfo nos valores de pH era esperada porque o
final da prensagem ocorre no dia seguinte a fabricagdo dos queijos, aproximadamente
doze horas ap6s o inicio do processo de prensagem. Ao final da prensagem o pH dos
queijos era de 5,16 nos métodos tradicional e modificado (processo A), de 5,15 para

os queijos tradicionais e 5,12 para os modificados (processo B) e de 5,34 e 5,67 para
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0s queijos tradicional e modificado, respectivamente no processo C.

O soro dos queijos fabricados no processo B foi o que apresentou pH mais
baixo e maior acidez ao final da prensagem em comparagio aos soros dos processos A
e C. Além disso, a coalhada deste processo, quando comparada 4 do processo A,
apresentou uma acidez mais elevada e um menor pH, durante todas as etapas do
processamento, tanto nos queijos tradicionais como nos modificados . Quando
comparada ao C, a coalhada do processo B estava também mais acida apos a pré-
prensagem, € o pH mais baixo durante todo o processamento para os dois métodos.
Estes valores mais elevados para acidez e mais baixos de pH podem ter levado a uma

maior retengdo de coalho residual na massa dos queijos fabricados pelo processo B.

5.2 -Atividade proteolitica da enzima e do soro

A atividade proteolitica da enzima Neutrase® e do soro dos queijos fabricados
pelo método modificado, foi analisada a partir da enzima na forma liquida (0,5 L-
0,5AU/g), usada nos trabalhos praticos e do soro retirado e pesado apds o repouso de
20 minutos a 42°C, no método modificado. A Tabela 10 mostra os resultados médios

da atividade proteolitica da enzima e do soro dos processos A, B e C.
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TABELA 10: Resultados médios da atividade proteolitica da enzima Neutrase® e do

soro antes e apds sua adig¢do, a coalhada no método modificado dos processos A,
BeC.

PROCESSO Enzima ; Soro antes da Séf; apésa | Pesodo Total no
__Adicionad i adicdo de adicdo de enzima §soro (kg)** _ soro (UP)

B -15mg
Neutrase’kg 4607,46
- 4,5/300kg

0,062 ; 55,00 3410,00
| * (1197,46)

[ TS T ST e ey
]

Neutrase® ; 1023,88 i

*os nitmeros entre parénteses indicam a quantidade de enzima que ficou retida na massa.
**retirado e pesado apds os 20 min. de repouso.

Através da analise da atividade proteolitica foi possivel obter a porcentagem de
enzima adicionada e que foi perdida no soro, obtendo-se a concentragio real retida na
massa. Observa-se na Tabela 10 que no processo A a quantidade de enzima
adicionada foi maior, mas a quantidade (peso) de soro retirada também foi maior,
quando comparado aos processos B e C. Conseqiientemente a concentra¢io de enzima
retida na massa do processo A foi menor do que nos processos B e C, ao passo que no

processo B a retengdo foi menor que no C.

5.3- Produto final

Os resultados médios das analises fisico-quimicas dos queijos obtidos nos
processos A, B ¢ C com 1, 7, 14, 21, 28 e 40 dias de maturagdo constando
basicamente dos valores de pH, acidez, umidade, extrato seco total (EST), gordura
(Gb), gordura no extrato seco (GES), cinzas, lactose, cloretos, proteina total (PT),

minerais (Ca, Mg, P) e atividade de 4gua (Aa) sdo apresentados nas Tabelas 11 a 16.
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TABELA 11: Resultados médios das analises fisicas e quimicas dos queijos
tradicionais durante o periodo de maturagio (processo A).

EST (%)
GES (%)
Lactose (%)
~ Cloretos (%)

PT (%)
~Ca (ppm
- Mg (ppm) 2860
_ P(pm) 4392
Aa

277,81
5153,02 511227
0,9600

10,9575

TABELA 12: Resultados médios das analises quimicas e bioquimicas dos queijos
modificados durante o periodo de maturagio (processo A).

Acidez (%AL) 0,75 1,31
Umidade (%) = = 43,39-
B 09 56,62
O Gb() 30
GES (% )
: Clnzas(o
Lactose (%)
: Clm:étos(%)
PT (%)
~ Ca(ppm)
Mg (ppm)
fa 0,9587

0,96
40,03 4014
59,95 59,86

0,9553

0,9547
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TABELA 13: Resultados médios das analises fisicas e quimicas dos queijos
tradicionais durante o periodo de maturagio (processo B).

Acidez (%AL)
EST (%)
)

se (%)

27463 24841 25813 28327
5549,08  ~ 5202,67 515530 5670,27
0,9657 09571 09593 09618 09619 09612

e

275,89

271,66

nd: ndo detectado.

TABELA 14: Resultados médios das analises fisicas e quimicas dos queijos
modificados durante o periodo de maturagio (processo B).

coepH
Acidez (%AL

~Umidade (%)~

EST (%)

-~ -Gb (%)

190,10 -~ 5641,81  4892,93 © 5658 TEAL
0,9635 0,9695 0,9575

nd: ndo detectado.
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TABELA 15: Resultados médios das analises fisicas e quimicas dos queijos
tradicionais durante o periodo de maturagio (processo C).

Gb (%)
GES (%)

Lactose (%)
- Cloretos (%)
PT(%)
Ca (ppm

Mg (ppm)

222,16
749,99
0,9685

479567
0,9701

0,9673

0,9704

TABELA 16: Resultados médios das analises fisicas e quimicas dos queijos
modificados durante o periodo de maturagio (processo C).

_Determinacdes

Acidez (%AL)
‘Umidade (%)
EST (%)
G (%)
GES (%)
- Cinzas (%)
Lactose (%)

247,12 212,28 245,89
7,15 5857
0,9703 0,9688

0,9679
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De acordo com literatura especializada o pH do queijo Prato se situa em torno
de 5,30 logo ap6s a salga (FURTADO & SOUZA, 1981; OLIVEIRA, 1986) ¢ o valor
para o produto final varia entre 5,00 a 5,70 (ROGICK, 1951).

Ao comparar os resultados de pH obtidos nos queijos dos processos A, B e C,
foi possivel constatar que os valores obtidos nos trés processos estio de acordo com a
literatura. Os queijos apresentaram uma variagdo de pH de 5,29 a 5,50 no tradicional e
de 5,25 a 5,35 no modificado para o processo A, ao passo que no processo B,
permaneceram mais baixos, variando de 5,18 a 5,40 no tradicional e de 5,17 a 5,30 no
modificado. No processo C, a variagio foi de 5,22 a 5,23 no método tradicional e de

5,18 a 5,30 no modificado.

Com relagdo a evolugdo do pH durante o periodo de maturagio pode-se
observa-se que nos processos A e B o pH inicial foi mais baixo, uma consequéncia do
processo de fermentagdo durante a fabricagdo, com uma tendéncia normal de ascensio
do pH em diregdo ao final da maturagdo. O aumento do pH durante o periodo de
maturagdo se deve a formagdo de compostos soliveis na fase aquosa dos queijos, os
quais contribuem para a alcalinidade do meio (SCOTT, 1986). Isto mostra que nestes
processos houve uma boa capacidade proteolitica, com liberagdo de compostos que
tendem a neutralizar a massa do queijo. MINUSSI et al (1995) observaram também
um aumento de pH em trabalho sobre aceleragdo de maturagio de queijo tipo Prato, no
qual foi utilizado um coquetel de enzimas (Flavorage). Ja no processo C, os queijos
ndo apresentaram a tendéncia de elevagdo do pH, sendo que os valores obtidos neste
caso se mantiveram praticamente constantes. Estes resultados estdo de acordo com as
observagdes de EZZAT (1990) e VAFOPOULOU et al. (1988) com relagdo a queijos
Ras e Feta, respectivamente. Os autores estudaram a fabricagdo destes queijos
adicionando a mesma enzima nos dois casos e nio observaram um aumento

significativo de pH para os queijos controle e com adigdo de enzima.

69



Resultados e Discussio

Acidez tituldvel e lactose

Nos processos B e C os resultados obtidos confirmaram aqueles apresentados
pela literatura, de que a maior quantidade de 4cido latico se forma durante as
primeiras 18-48 horas ap6s a fabricago dos queijos (ROGICK, 1951). No processo B,
os queijos fabricados pelo método modificado permaneceram mais 4cidos do que os

queijos tradicionais durante o periodo de maturagdo.

No processo A os resultados diferem da literatura consultada, uma vez que o
maior desenvolvimento de acidez ocorreu apés uma semana de maturagio; o que pode
ter acontecido devido a problemas encontrados no controle da temperatura da ciAmara
de maturagdo. Também neste processo os queijos modificados permaneceram mais

acidos do que os queijos tradicionais.

Ainda, segundo a literatura a lactose tem tendéncia a zero no final da
maturagdo (SCHIFTAN & KOMATSU, 1980). Esta tendéncia foi observada nos
queijos dos processos A ¢ C. No processo B ndo foi detectada a presenga de lactose
desde o inicio da maturagdo o que confirma a possibilidade do fermento meséfilo

neste processo estar mais ativo.

Umidade

O queijo Prato deve apresentar, segundo legislagdo vigente, o teor maximo de
umidade igual a 45% (SCHIFTAN & KOMATSU, 1980). Os queijos obtidos nos
processos A , B e C apresentaram valores que estdo de acordo com a literatura. No
processo A, a variagdo foi de 41,99 a 39,86%, para os queijos obtidos pelo método
tradicional e, de 43,39 a 40,44% para o método modificado; enquanto no processo C
foi de 40,97 a 36,74% para os queijos tradicionais ¢ de 40,47 a 36,42% para os
modificados. No processo B o teor de umidade variou de 41,40 a 40,82% no método
tradicional e de 40,22 a 39,15% no modificado. No processo A os queijos obtidos se

apresentaram ligeiramente mais imidos do que no processo B, ao passo que no
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processo C os queijos estavam mais secos. De modo geral os valores apresentados

pelos métodos tradicional e modificado foram praticamente iguais nos trés processos.

Gordura no Extrato Seco (G.E.S.)

De acordo com a literatura, o conteudo de gordura no extrato seco de queijo
Prato se situa na faixa de 47,7 a 51% (FURTADO & WOLFSCHOON-POMBO,
1979; SCHIFTAN & KOMATSU, 1980). Comparando os valores da literatura com os
obtidos, verifica-se que o conteido de G.E.S nos processos A e C foi ligeiramente
mais alto, tanto no método tradicional como no modificado (em torno de 53 a 57 %);
no processo B, os valores obtidos coincidem com os dados da literatura situando-se em
torno de 51% para os dois métodos. Isto é importante pois indica que a adigdo de
enzimas proteoliticas ao queijo Prato ndo altera o contetido de G.E.S., o que
possibilita a obtengdo de produtos com igual plasticidade ao utilizado como padrio

(método tradicional).

Cloretos (NaCl)

Os teores de cloretos nos queijos dos processos A e B, para os métodos
tradicional e modificado situaram-se na faixa de 1,8 a 2,0%, o que esta de acordo com
a literatura. No processo C estes valores foram ligeiramente mais baixos tanto para o
processo tradicional como para o modificado, variando de 1,42 a 1,78% no tradicional

e de 1,49 a 1,80% no modificado.

Cinzas e Minerais (Ca, Mg, P)

Os resultados obtidos para os teores de cinzas nos processos A, B ¢ C para os
queijos tradicionais e modificados estdo de acordo com a literatura, que aponta a faixa

de 2,1 a 5,3% (SCHIFTAN & KOMATSU, 1980).
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Os queijos fabricados pelo método modificado nos processos A, B e C
apresentaram valores de Ca, Mg, e P praticamente iguais aos queijos fabricados pelo
método tradicional, indicando que a adigdo da enzima Neutrase® & massa do queijo

ndo ocasiona a perda de minerais.

5.4- Proteélise

A avaliagdo direta da protedlise dos queijos tradicional e modificado foi
realizada por meio das anélises das fragdes nitrogenadas pelo método de Kjeldahl, da
reagdo colorimétrica com TNBS e com ninidrina-cddmio e determinagio dos teores de

tirosina e triptofano.

S.4.1- Nitrogénio soliivel em pH 4,6 ¢ em TCA 12% (Kjeldahl)

A Tabela 17 mostra os resultados médios obtidos para as analises de nitrogénio
solavel (NS) em pH 4,6 e em TCA 12% (nitrogénio nfo protéico - NNP), obtidos pelo
método de Kjeldahl, para os trés processos (A, B e C) durante o periodo de maturago.
Na Tabela 18 observa-se a variagdo das anélises de NS em pH 4,6 ¢ NNP entre os

processos estudados.
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TABELA 17: Resultados médios das analises de NS em pH 4,6 ¢ NNP dos queijos

fabricados pelos métodos tradicional e modificado dos processos A, B e C.

Processo A Processe B

NS-pH4,6(%) NNP (%)

Processo C

NS-pH 4,6(%) NNP (%)

NS-pH 4,6(%) NNP (%)

7 iom 063

1 dia

0430

0 1,40 £007

P

0167

Tradicional 1 76" 1005 0,91%+006  2,23%:005 0,88 +005 189" +0,03

7 dias

Modificado

3,87b 10,03 1,31b +0,02 4,53b 10,03 I,46b +0,02 2,31b +0,04

0,289 0,274 0,284 0,217

0,96" +0,02

1,18 £0.00

0,080

ddias b

o0s

o 5P dow.

1,22a fO,ﬂZ

1,77 00

ool

Tradiéibnal

21 dias
Modificado

236" £006 1,157 +001 301" z011 122" +002

494004 221" 1008 618° 1000 252" 004 4,07 070

0,330 0,363 0,495 0,207

2.85" £0,00

1,52 £0,00

1,93b +0,09

0,388

28 dias

225" 1005

Tradicional 294% 1005 154%+001 3397 +o11  130% 0,16
40 dias

Modificado

5800001 297013 615 001 2,62° 002 5.12° +0.00

dms 0,228 0,569 0,475 0,699 0,353

3,38 +0.08

3,13b +0,03

0,233

dms: Diferenga minima significativa do teste de Tukey ao nivel de erro de 5%.

£m uma mesma coluna, médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de erro

de 5%.
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TABELA 18: Resultados da analise de varidncia entre os processos A, B e C para as
analises de NS-pH 4,6 ¢ NNP.

Tradicienal ‘Modificado
NS pH4,6(%) NNP (%) NSpH4,6(%) NNP (%)
A 145"2 003 062°+001 - 247°:010 100"+ 003
1 dia Y1007 06502000  3755:004  085""+o01
: 0,04 072"+ 000
8 0347 142 0174
Processo A 176" + 0,06 0,91 0,06 131° +0,02
74183 ProcessoB 223°+006  088°:005  453+003 14654002
Processo C 1 89" + 0,03 0,96" + 0,02 231 40,04 1,18 +0.00
0,284 0,091
s prs o umtsom
ProcessoC 2401000  12%002 3632000 = 177002
dms 0449 . 053 0405 0277
Processo A 2-,363 +0,06 1,15 0,01 494" £0,04 2.21*" +0,08
21 dias Processo B 301”1011 122 +0.02 6.18° 0,00 252" +0,04
Processo C  2,85"+0,00 1,525 0,00 4,07" £0,16 1,93 £0,09
dms 0,392 0,07 0,573 0,446
Processo A 251 7 0 2,12° 4005
28 dias Prc  2sPsew0
Processo C o 225%3005
Processo A 294 + 0,05 1,54" £0,01 5.89° +0,01 2.97°" £0.13
40 dias processo B 3,39 £0,11 1,30 +0,16 6.15° +0,01 2,62 +0,02
Processo C 338"+ 0,08 2,18" +0,04 512" +0,01 3.13° +0,03
dms 0,498 0,570 0,064 0,465

dms: Diferenga minima significativa do teste de Tukey ao nivel de erro de 5%.
Em uma mesma coluna, médias seguidas de letras iguais nio diferem estatisticamente entre si ao nivel

de erro de 5%.
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Como se pode observar na Tabela 17 os queijos fabricados pelo método
modificado apresentaram valores de NS-pH 4,6 significativamente maiores (p<0,05)
do que aqueles fabricados pelo tradicional, durante todo o periodo de maturagéo para
todos os processos estudados (A, B e C). VAFOPOULOU et al. (1988) adicionaram a
enzima Neutrase® ao leite na fabricagdo de queijo Feta e obtiveram um aumento
significativo (p<0,05) nos teores de NS-pH 4,6 com 20, 40, 80 e 120 dias de cura
quando comparados ao queijo controle; mas com 8 meses de maturagio a diferenca
ndo foi significativa. Os dados da anélise estatistica apresentados na Tabela 18
mostram que no processo B os teores de NS-pH 4,6 foram significativamente mais
elevados (p<0,05) do que os obtidos nos processos A e C em todos os dias de cura. O
processo A apresentou valores significativamente (p<0,05) maiores que o C. A maior
acidez da coalhada dos queijos modificados durante a fabricagdo no processo B pode
ter ocasionado uma maior retengdo de coalho na massa, o que poderia explicar a alta
concentragdo de NS-pH4,6 observada neste tratamento. Os queijos fabricados pelo
meétodo modificado no processo A apresentaram valores de NS-pH 4,6 menores do
que no processo B (p<0,05), apesar da quantidade de enzima adicionada neste
processo ter sido maior do que em B. O que pode ter levado a isto é o fato da
concentragdo de enzima retida na massa de A ter sido menor do que em B ¢ a
coalhada destes queijos ter se apresentado menos acida, como ja citado anteriormente.
Os queijos fabricados pelo método modificado no processo C, quando comparados
aqueles dos processos A e B apresentaram porcentagens de NS-pH 4,6 menores
(p<0,05), apesar da maior quantidade de enzima na massa dos queijos C. Essa
diferenga pode ter sido causada pelo fato da porcentagem de acido latico presente na
coalhada durante a fabricagéo dos queijos do processo C ter sido bem menor do que
da massa dos queijos modificados dos processos A e B. Os queijos modificados do
processo C estavam mais secos € com teor de sal mais baixo durante todo o periodo de
maturagio, quando comparados aos processos A e B, o que pode ter contribuido para
a diminuig&o nos teores de NS-pH 4,6. A menor quantidade de soro deixada na massa
no momento da adi¢do da enzima aos queijos modificados do processo C pode ter
colaborado para uma menor atividade da mesma. A enzima Neutrase® pode também

possuir sua maior atividade nos 20 minutos em que a massa é deixada em repouso, o
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que explicaria o fato dos processos A e B, que possuiam uma maior concentragdo da
enzima terem apresentado valores de NS mais altos. VAFOPOULOU et al, (1989)
estimaram a estabilidade da enzima Neutrase® em solugio tampdo (pH 5,2) contendo
6% de NaCl a 16°C e obtiveram como resultado que a proteinase neutra perdeu 75%

da sua atividade original apés 3 dias e 90% ap6s 7 dias.

GUINEE et al. (1991), observaram uma aceleragdo em todos os niveis da
protedlise quando adicionaram Neutrase® na fabricagdo de queijo Cheddar. Observa-

se na Tabela 17 que os queijos fabricados pelo método modificado apresentaram

desde o primeiro até o 409 dia de maturagdo, valores de NNP bem mais elevados
(p<0,05) do que aqueles fabricados pelo tradicional. Contudo observa-se na Tabela 18
que a variagdo foi mais homogénea entre os processos sendo diferente daquela
encontrada para os valores de NS-pH 4,6. Segundo VAFOPOULOU et al. (1989), o
efeito da enzima usada parece ser maior durante a maturagio primaria. NUNEZ et
al.(1991) reportaram que a fragdo NS-pH 4,6 foi a mais afetada pela adigio da enzima
Neutrase® na fabricagdo de queijo Manchego. J4 FERNANDEZ-GARCIA et al.
(1994) estudando aceleragdo de maturagdo de queijo Manchego, verificaram um maior

aumento no NS em TCA.

Extensdo da maturacio

A formagédo de nitrogénio solivel em pH 4,6 é um bom indicador da atividade
proteolitica devido a agdo do agente coagulante. Foram determinados os peptideos de
peso molecular alto ¢ médio provenientes da as;-caseina e [B-caseina, podendo
também estar incluidos peptideos de baixo peso molecular e aminoacidos
(CHRISTENSEN et al, 1991; FARKEY et al., 1990). Os resultados do conteido de
nitrogénio solivel em pH 4,6 foram relacionados com o contetido de nitrogénio total e
expressos como indice de extensdo de maturagdo (I.LE.M.) e de NNP relacionados com
o de nitrogénio total e expressos como indice de profundidade da maturagsio (I.P.M.).
Estes indices sdo considerados indices brutos e ndo refletem a totalidade das

transformagdes que as proteinas sofrem durante o processo de maturagio.
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O indice de extensdo da maturagdo (I.LE.M.-relagdo NS-pH4,6/NT), é um fator
de grande importincia na composi¢do final e nas caracteristicas organolépticas do
produto, caracterizando-se pela quantidade de substincias nitrogenadas solaveis na
fase aquosa dos queijos, produzidas a partir da degradagdo da caseina por agio do
coalho e acumuladas durante o processo de maturagdo. O acompanhamento do indice
de extensdo de maturagdo permite conhecer melhor o indice de aproveitamento dos
elementos do leite na coalhada, a atividade proteolitica do coalho, do fermento e das
enzimas, bem como o momento ideal de langamento do queijo no mercado. Este
indice aumenta com o avango da maturagdo; de acordo com ROGICK (1951), estes
valores para o queijo Prato seriam de 4,2 apds 2 dias; 7,7 apés 15 dias; 14,5 apés 30
dias e 23,3 ap6s 90 dias de maturagio. WOLFSCHOON-POMBO (1983),
determinando o indice de maturago de alguns queijos brasileiros, encontrou valores
entre 5,1 a 8,2% para o queijo Prato apds 4 dias e entre 11,9 a 14% ap6s 30 dias de
maturagdo. Os dados referentes aos indices de extensdo (IEM) da maturagdo, dos

quetjos tradicionais e modificados podem ser observados na Tabela 19.

TABELA 19: Nitrogénio soluvel em pH 4,6, como % de nitrogénio total, dos queijos tipo

Prato tradicional e modificado obtidos nos processos A, B ¢ C

Tradicional

Tradicional Tradicional

6,80 8,07 6,38
7,56 9,80 8,35
10,12 11,50 10,73
10,33 13,46 12,34
2 11,17 13,95 12,46
40 12,73 15,37 14,90

Observando-se os dados apresentados na Tabela 19 verifica-se que a prote6lise
nos queijos fabricados pelo método modificado foi bem mais elevada do que nos
queijos tradicionais. A variagdo no processo A foi de 6,80 a 12,73 para o método

tradicional e de 11,41 a 25,97 para o modificado. No processo B, foi de 8,07 a 15,37
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para o método tradicional e de 16,02 a 26,14, para o método modificado. No processo
C a variagdo foi de 6,38 a 14,90 no tradicional e de 7,92 a 21,49 no modificado. As
curvas representando a evolugdo do indice de extensdo durante o periodo de

maturagdo nos processos A, B e C sdo apresentadas na Figuras 08.

A analise de varidncia mostrou, ja no primeiro dia de maturagéio e durante todo
o periodo, um indice de extensdo (% NS-pH 4,6/NT) significativamente maior
(p<0,05) para os queijos fabricados pelo método modificado em todos os processos.
Dos trés processos o B foi o que apresentou valores mais elevados para o LE.M.
MINUSSI et al. (1995) adicionaram um coquetel de enziméls (Flavorage) ao leite para
acelerar a maturagdo do queijo tipo Prato e obtiveram até 30 dias um aumento no
indice de extensdo similar ao controle, sendo que a partir dai o aumento foi de 4,05%
com 45 dias e de 8,23% com 60 dias.

No processo A a relagdo NS-pH 4,6/NT dos queijos modificados foi 67,79%
maior que o tradicional com 1 dia de maturagdo e 104% com 40 dias. No B foi de
98,51% com 1 dia € 70,07% com 40 dias. No processo C, que foi o processo que
apresentou valores mais baixos, foi 24,14% com 1 dia e 44,22% com 40 dias. No
processo A os valores apresentados pelos queijos modificados com 1 dia eram
proximos daqueles alcangados pelos tradicionais com 28 dias. No B os valores com 1
dia dos queijos modificados foram superiores aos alcangados com 40 dias pelos
tradicionais e, no C, a % NS-pH4,6/NT para 14 dias no modificado era

correspondente a 40 dias no tradicional .

Os queijos modificados do processo A apresentaram um I.E.M. aos 7 dias
(17,32) mais elevado do que o correspondente com 30 dias citado na literatura (14,0-
14,5). No processo B, o valor obtido para um dia (16,02) ja era maior. No processo C

um valor préximo (15,61), foi alcangado com 14 dias de maturagio.
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FIGURA 08: Indice de extensdo de maturagdo dos queijos tradicionais e modificados

fabricados pelos processos A, B e C.
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Profundidade da Maturacio

O indice de profundidade de maturagdo (I.P.M.-relagio NNP/NT) foi calculado
com a finalidade de se verificar a formago de substincias de baixo peso molecular
acumuladas durante o periodo de maturagio, devido principalmente & agdo proteolitica
das enzimas microbianas sobre os compostos nitrogenados oriundos da degradagdo da
caseina. Compostos caracteristicos desta degradagio sdo os aminoacidos,
oligopeptideos, aminas e outros compostos. A Tabela 20 mostra a evolugdo dos niveis
de NNP/NT (I.P.M.) durante o periodo de cura dos queijos.

TABELA 20: Evolugéo do I.P.M.dos queijos Prato tradicional e modificado nos processos
A BeC.

A Figura 09 mostra a evolugdo do I.P.M. nos processos A, B e C. No processo
A para os queijos produzidos pelo método modificado quando comparado ao
tradicional, a relagdo NNP/NT foi 65% maior no primeiro dia de maturagio € 97,59%
com 40 dias. No processo B foi 28,27% maior no primeiro ¢ 89,13% no ultimo. No C

foi 65,80% e 37,51% maior para o primeiro e altimo dia, respectivamente.

No I.P.M,, ao contrario do que aconteceu com o L.LE.M., os valores foram
ligeiramente maiores para o processo A, o que pode indicar uma presenga maior de
aminoacidos e outros compostos que podem conferir sabor amargo. Isto talvez
explique o fato dos queijos dos processos B € C terem apresentado sabor ligeiramente

mais suave do que no processo A.
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FIGURA 09: indice de profundidade de maturagdo dos queijos tradicionais e

modificados fabricados pelos processos A. B e C.
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5.4.2- Aminoacidos tiresina e triptofano

De acordo com VAKALERIS & PRICE (1959), a concentragao de tirosina e
triptofano soliveis nos queijos esta estreitamente relacionada com a porcentagem de
nitrogénio soluvel determinada pelo método de Kjeldahl. Estas relagdes expressas
pelos coeficientes de correlagdo, foram de 0,964 e 0,886, respectivamente. Segundo os
autores, a menor correlagdo entre o triptofano solavel e o nitrogénio solivel pode ser
atribuida a decomposi¢ao do triptofano por processos enzimicos, que passa a nao
absorver mais na regido do ultra violeta. A Figura 10 apresenta as curvas resultantes

da variagdao do teor do aminoacido tirosina durante o periodo de maturagdo dos

queijos.
160 [ [ 200 =
~ 140 - || [
§' 120 é" 150 -
;;h 100 - —
g 80 100
"l": 60 '/’.—‘_———/"’—‘ S
g 40 - g s0
E
2 o . . - : : = 0 ; . . :
1 7 14 21 28 40 | ! oot Z = &
Dias de Maturagio | Dias de Maturagio
|_:—Tra@c_i(1nal +Mudiﬁcadoi | | —®—Tradicional —%— Modificado
Processo A Processo B
150 -
S 100
| E
s 50

| g

| W

| E 0 . . . .

| 1 7 14 21 28 40

| Dias de Maturagcio

' I—Q—-']'radiciol:lél.l +I_Vi_o-dTﬁcaa(-) |

Processo C

FIGURA 10: Variagdo do teor de tirosina durante a maturagdo dos queijos fabricados

pelos métodos tradicional e modificado dos processos A, Be C.
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A analise estatistica mostrou que o aumento dos teores dos aminoacidos tirosina e
triptofano foi maior (p<0,05) nos queijos fabricados pelo método modificado quando
comparados aqueles do tradicional. A tirosina variou de 36,87 a 80,23 no método
tradicional e de 48, 35 a 133,44 no modificado (processo A). No processo B, a
variagdo foi de 25.36 a 85,75 no tradicional e de 85.76 a 144,27 no modificado e, para
o C, a evolugao foi de 53,46 a 98,35 para o método tradicional e de 84.59 a 138.28 no
modificado, como se pode observar na Figura 10. O processo B apresentou valores
mais elevados para o método modificado como aconteceu com a fragdo de NS- pH 4.6
analisada por Kjeldhal. A Figura 11 apresenta a evolugdo da concentragio de
triptofano durante a maturagao dos queijos. Os queijos obtidos pelo método
modificado apresentaram teores de triptofano significativamente maiores (p<0,05) do
que aqueles fabricados pelo método tradicional para os trés processos

estudados (A, B e C).
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Figura 11: Variagdo do teor de triptofano durante a maturag¢do dos queijos fabricados
pelos métodos tradicional e modificado nos processos A, Be C.
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5.4.3-Formacio de grupamentos aminicos em decorréncia da proteélise

5.4.3.1-Reacio com 4cido trinitrobenzeno sulfonico (TNBS)

Na Figura 12 sdo apresentados os valores de a-aminonitrogénio determinados
por reagdo com TNBS nas fragdes 1 (NT), 2 (NS-pH4,6) e 3 (NNP) durante o periodo
de maturagdo dos queijos tradicional e modificado obtidos nos processos A, B e C. Os

resultados foram expressos como mg leucina/g de queijo.

Avaliando-se estes dados observa-se que um aumento gradual nos teores de
grupamentos aminicos livres em todas as fragdes nos dois processos (tradicional e
modificado), com um aumento ligeiramente maior no final da maturagio. Além disso,
nos trés casos os queijos fabricados pelo método modificado apresentaram valores

bem mais elevados do que os fabricados pelo tradicional.

No processo A a razdo NS-pH 4,6/NT variou de 17,00 a 45,20 no método
modificado e de 9,19 a 35,75 no tradicional. Os valores obtidos para o modificado
foram entre 1,85 a 1,24 vezes maiores do que aqueles encontrados para o tradicional.
No processo B, a razdo NS-pH 4,6/NT foi 2,03 a 1,65 vezes maior para os queijos
modificados, variando de 6,96 a 25,38 para o processo tradicional e de 14,15 a 41,89
no modificado. No C, a variagdo foi de 13,27 a 48,26 nos queijos tradicionais e de
17,88 a 47,06 nos modificados. A diferenga entre os queijos dos métodos modificado

e tradicional encontrada para o processo C foi mais baixa do que em A e B.
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A razdo NNP/NT variou de 8,56 a 22,60 para os queijos modificados e de 7,62 a
26,50 nos tradicionais para o processo A. Esta variagdo foi de 5,75 a 18,68 nos queijos
fabricados pelo método tradicional e de 8,67 a 30,97 para os queijos modificados no
processo B. No C, variou de 9,99 a 39,75 nos queijos tradicionais e¢ de 14,45 a 47,06
nos modificados. A variagdo encontrada foi cerca de 1,06 a 1,65 vezes maior para o
método modificado. Isto indica que a protedlise nos queijos fabricados pelo método
modificado com adigdo de enzimas proteoliticas é mais intensa do que no processo

tradicional j& na primeira semana de maturagio.

5.4.3.2- Reacio colorimétrica com ninidrina-cadmio

O método que utiliza o reagente de ninidrina-cadmio ¢ uma modifica¢do
daquele desenvolvido por DOI et al. (1981), adaptado para o monitoramento da
protedlise em queijos. Esta modificagio permitiu um aumento na sensibilidade da
reagdo com ninidrina-cadmio em relagdo ao TNBS, para medidas de grupamentos
aminicos livres, podendo ser realizado utilizando-se fragdes preparadas com citrato,
agua, acido cloridrico (pH 4,6) ou acido fosfotingstico (PTA), mas ndo nas fragdes
preparadas com TCA, uma vez que este reagente parece interferir no desenvolvimento
de cor. KUCHROO et al. (1983) observaram que o método do TNBS era reprodutivel
para o monitoramento da protedlise em queijos e concluiram que, embora pudesse ser
aplicado para analise no queijo ndio fracionado, era mais sensivel se aplicado nas

fragdes de nitrogénio soliivel em pH 4.,6.

Na Figura 13 sdo apresentados os valores de grupamentos aminicos livres
reativos com ninidrina-cadmio para a fragdo 2 (NS-pH 4,6). Os resultados foram

expressos como mg leucina/g queijo.

Como na reagdo com TNBS, os dados mostram um aumento gradual nos teores
de grupamentos aminicos livres, com um aumento ligeiramente maior no final do

periodo de maturagdo, em todos 0s processos.
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Os valores obtidos para o método modificado apresentam- se mais elevados do
que aqueles obtidos para o tradicional, com excegdo dos valores para 1 e¢ 7 dias do

processo B.
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FIGURA 13: Efeitos da maturacdo nas fragdes nitrogenadas determinadas por reagdo
colorimétrica com ninidrina-cadmio, nos queijos fabricados pelo métodos tradicional e
modificado (Processos A, B e C).

5.4.4- Eletroforese em gel de poliacrilamida (Uréia-PAGE)

A protedlise primaria ¢ medida pelo aparecimento das fragdes as;-I e -
caseinas, em decorréncia da hidrolise da as,- e B-caseinas, respectivamente. A cadeia
de as,-caseina tem muitas regides susceptiveis a a¢do da quimosina. A mais sensivel é
a ligagdo entre os residuos 23:24 ou 24:25 (CREAMER & RICHARDSON, 1974).
Sua hidrolise leva a formagdo de um peptideo basico contendo 23 ou 24 aminoacidos e
um polipeptideo de alto peso molecular, a as;-1 (f 24 —199). Esse polipeptideo tem
carater mais acidico que a as;-caseina e mobilidade eletroforética ligeiramente maior.
A as)-l caseina € relativamente resistente a hidrolise posterior e, por essa razdo.

aparece em grandes quantidades na maioria dos queijos.
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Na regido da B-caseina hid uma banda central entre duas bandas menores,
geralmente mascaradas pela maior. A banda menor com velocidade de migragio
ligeiramente maior, provavelmente representa a fragdo B-I (CREAMER & MILLS,
1971). A quimosina tem uma agdo limitada sobre a B-caseina, formando trés peptideos
a partir da regido N-terminal, denominados B-I, B-II e B-II, classificados em ordem de
formagdo e de mobilidade eletroforética crescente. E improvavel que o aumento da
fragdo y-caseina derivada da B seja devido a agdo da quimosina, porque a -caseina no
queijo ¢ resistente ao ataque da quimosina e em solu¢des diluidas da origem a

peptideos com mobilidade eletroforética maior (CREAMER, 1975).

O perfil eletroforético dos queijos fabricados pelos métodos tradicional e
modificado, nos varios estagios de maturagdo, dos processos A, B e C, é apresentado
nas Figuras 14, 15 e 16. O perfil de separagdo obtido pode ser dividido em varias
regides: componentes que se movem mais rapidamente ou seja, a as;-caseina, a B-

caseina e os componentes de baixa mobilidade (y3, v1, 72).

A hidrolise da B-caseina € atribuida, em parte a agdo da plasmina, que causa
uma hidrélise significativa desta fra¢do, produzindo y-caseinas e proteose-peptonas
(GRAPPIN et al., 1985). Sua atividade é percebida pelas mudangas nas concentragdes
de B- e y-caseinas, e parece estar relacionada com o pH do queijo (CREAMER,
1975). Niveis maiores de y-caseinas s3o observados em queijos com valores mais altos
de pH. Os resultados da eletroforese mostram o aparecimento de bandas de Y3, Y1 € Y2,
Ja visiveis com 1 dia de maturagdo, evidenciando uma possivel agdo da plasmina,
atuando na degradagdo da B-caseina.. Analisando-se a Figura 14, observa-se a maior
degradagdo da B-caseina no método modificado em relagdo ao tradicional, com maior
acumulo de alguns produtos de degradagdo da fragio B-caseina (proteose-peptonas),
com mobilidade menor do que as y-caseinas. A concentragio destes produtos de

degradagdo aumentou durante o periodo de maturagio. Estes resultados estio de
acordo com os observados por FERNANDEZ-GARCIA et al. (1994) onde a enzima
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Neutrase® fo1 adicionada ao leite na fabricagdo de queijo Manchego. Segundo estes
autores a analise em Uréia-PAGE mostrou, nos queijos com adi¢do da enzima, cerca
de 60% de quebra na fragdo B-caseina , comparados com menos de 20% nos queijos
controle. Bandas de baixa mobilidade resultantes da hidrélise da B-caseina e as y-

caseinas apareceram em maior concentragdo nos queijos tratados.

VAFOPOULOU et al. (1988) observaram no perfil eletroforético de queijos
Feta com enzima Neutrase® adicionada ao leite, que a quebra nas fragdes da caseina

diferiram tanto qualitativa como quantitativamente do queijo padréo.

No método modificado, nota-se uma degradagio da as; com maior acimulo de
bandas com mobilidade maior, referentes a outros produtos de degradagdo da as,-
caseina. A concentragdo destes produtos de degradagdo aumentou durante o periodo

de maturagdo.

Comparando-se os processos A, B e C verifica-se apenas diferengas
quantitativas em relagdo as trés concentragdes de enzima adicionadas (Figuras 14, 15
e 16). O processo C, onde a quantidade de enzima adicionada foi menor, foi o que

apresentou menor concentra¢io de produtos de degradagio da as; e da B-caseinas.

O processo B (Figura 15) embora tivesse menor concentragdio de enzima
adicionada do que no processo A, apresentou um perfil eletroforético semelhante.
Provavelmente isto tenha ocorrido devido ao menor pH da massa com maior retengdo

de coalho e a maior quantidade de enzima retida na massa observados neste processo.
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FIGURA 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida (Uréia-PAGE) do queijo tipo Prato.
(Processo A) Linha 1: Caseinato de sodio: linhas 2 a 7, amostras com 1, 7, 14, 21, 28 e 40
dias de maturagéo (queijo tradicional); linhas 8 a 13 (queijo modificado) no mesmo

periodo.
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FIGURA 15: Eletroforese em gel de poliacrilamida (Uréia-PAGE) do queijo tipo Prato.
(Processo B) Linha 1: Caseinato de sodio; linhas 2 a 7, amostras com 1,7, 14, 21, 28 € 40

dias de maturagdo (queijo tradicional); linhas 8 a 13 (quetjo modificado) no mesmo
periodo.
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FIGURA 16: Eletroforese em gel de poliacrilamida (Uréia-PAGE) do queijo tipo Prato.
(Processo C) Linha 1: Caseinato de sodio; linhas 2 a 7, amostras com 1, 7, 14, 21, 28 € 40

dias de maturagdo (queijo tradicional); linhas 8 a 13 (queyjo modificado) no mesmo
periodo.
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5.5- Avaliagdo Instrumental da Textura

A anidlise da textura dos queijos fabricados pelos processos A, B ¢ C foi
realizada em cinco pontos aleatérios de cada amostra com 1, 7, 14, 21, 28 e 40 diasde
maturagdo. Fazendo-se uma analise dos graficos obtidos no texturémetro TA-XT2,
observou-se que o aspecto das curvas apresentadas por todas as amostras foi bastante
semelhante. A forga maxima € caracterizada por um pico bem definido e representa a
firmeza da amostra, sendo que a porgdo negativa da curva ndo existiu para algumas
amostras, indicando pouca ou nenhuma adesividade. Os resultados obtidos para o

processo A sdo apresentados na Tabela 21.

TABELA 21: Resultados médios para as avaliagbes de textura para os queijos
tradicionais e modificados (processo A).

Adesividade (g.5)
22,000+ 1,0"
- 24000+10"
3,930
19,667 + 0,3
43,000 £32°

Tradicional 348,667 + 8,5b

: O 298667+80"

14 dias

dms. 19,163 8.933

4 & et bt At

17,333 £ 0,3
15,000+ 0,5 |
3,705

233,000 +1,5*

bu

28 dias

dms: Diferenga minima significativa do teste de Tukey ao nivel de erro de 5%.
Em uma mesma coluna médias seguidas de letras iguais nfo diferem estatisticamente entre si ao

nivel de erro de 5%.
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Nos queijos provenientes do processo A. pode-se observar que tanto no tradicional
como no modificado, a for¢a maxima (firmeza) teve comportamento semelhante, isto é,

0s queijos apresentaram uma diminui¢do da firmeza.

400
G
= 350 1
E
>
g 300 - —&— Trad.
= —a— Mod.
On
S 250 -
w

200 1 L L] Ll ]

1 7 14 21 28 40
Dias de maturacao

FIGURA 17: Resultados médios para o parametro firmeza dos queijos tradicionais e

modificados durante o periodo de maturagdo. (processo A)

Os queijos fabricados pelo método modificado apresentaram valores para forca
maxima significativamente menores (p<0,05) que os tradicionais desde o 19 até o 21°
dia de maturagdo. Aos 28 dias, o modificado apresentou valores mais elevados e aos 40
dias os dois métodos nao apresentaram diferenga significativa entre si (p>0,05) (Tabela
21). Estes resultados podem indicar que a protedlise nos queijos modificados foi

acelerada ja com 1 dia de maturacio.

Para uma melhor visualizagdo, os resultados foram plotados na forma de grafico
(Figura 17). O decréscimo do indice de firmeza até o 21° dia de maturagio corresponde
a primeira fase da maturagdo, onde a quebra de aproximadamente 20% da o, .caseina
leva a um enfraquecimento da rede, o que ocasiona um amolecimento da massa.
CREAMER & OLSON (1982) observaram uma diminuigdo na firmeza do queijo
Cheddar no inicio da maturagdo, que foi atribuida ao enfraquecimento desta fracdo da

caseina.
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O aumento da firmeza apos 28 dias pode ter ocorrido devido a evaporagido de
agua na superficie. De certo modo, a maturagdo em queijos salgados em salmoura
ocorre da porgdo interna para a externa. A firmeza dos queijos com casca tende a
aumentar durante a maturagdo, uma vez que a perda de umidade através da casca
resulta num aumento na proporgao caseina/umidade. Este efeito fregiientemente anula a
diminui¢do normal da firmeza devido a hidrélise da matriz protéica (LAWRENCE et

al., 1987).

A adesividade oscilou bastante nos dois métodos estudados. No queijo
tradicional, a adesividade se mostra linearmente crescente até o 14° dia de maturacao,
sofrendo um decréscimo nas trés semanas subseqiientes; ou seja, a adesividade atinge
um pico no 14° dia comprovando a mudanga na textura durante a 1* fase da maturagéo,

como mostra a Figura 18.

50
40 A

30 A —e— Trad.
—@#— Mod.

20

Adesividade

10 -+

1 7 14 21 28 40
Dias de maturagéo

FIGURA 18: Comportamento do parametro adesividade durante a maturagio dos

queijos tradicionais e modificados (processo A).

No processo B. com o objetivo de se determinar o efeito da enzima Neutrase®.
optou-se por avaliar ponta e meio do queijo, para se verificar se ocorre uma interagao
da umidade X enzima. No processo B, os parametros avaliados foram: forca maxima,
forca maxima negativa, area positiva e area negativa. A tabela 22 apresenta 0s

resultados obtidos no processo B.
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TABELA 22: Resultados médios dos pardmetros de textura. (processo B).

ositiva | Area Negativa.

. et e
Meio Tradicional | 55 3334288 | 34,000 + 1,0 77,333+3.7 13,167+2,5 1
i a
Modificado 506333 +173° | 21000611 |56767+18% [9867+18>
1dia dms. 93,383 42444 11,460 8.621
72133110 111267438%

> e a b
et Tradicional | 550667245 | 22.667406° |63.800+30° 10,903 £0.5
€10 . a a a
Modificado 459333 +49,5° | 14,667+12 " |53.543+56 5790 +02 2
7 dias dn 153.493 3.819 17.887 1,736

. ) a ’ -
Meio | Fradicional 495667 +8,2 " 135000400 |54100+09" [28.113+07"
: a a a
Modificado 455000£20.0  |36,000+0,5 |51,167+20° 2889305 "
14 dias dms, 60,316 1,604 6,221 2,515
o . . V a . ‘ a
Meio Tradicional 402,333 +7,6 30,667+ 0.8 45,373 +£0,5 b 24,057 +0,2
/ i a a a a
Modificado | 22333508 | 30667214 [37293209° | 22667418
} 21 dias dms. 34,770 4,723 3.007 5,300
e a a a
Meio | dicional | 351333103" | 10667037 [37717401%  |5.153+04
i a b a b
Modificado 335000+80° | 15000405  [39.553+08 9,373 +0.2
28 dias dms, 22,308 1.852 2,298 1,439
z . a a a a
Meio Tradicional 356,333£2,6 | 32,333+03" |40,737+03 26,960 +0,5
i a b a a
. Modificado 3560004220 | 39,000£1,0  |40253+2.5 29417409
40 dias dms. 61,730 2,929 7,040 3,043

dms: Diferenga minima significativa do teste de Tukey ao nivel de erro de 5%.
Em uma mesma coluna médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de erro de 5%
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Os queijos modificados apresentaram valores significativamente mais baixos
(p<0,05) que os tradicionais nas seguintes épocas da maturagdo: ldia (meio), 21 dias
(meio e ponta) e 40 dias (ponta). Esses resultados indicam que neste processo a enzima

atuou em todas as fases da cura dos queijos.

A variagdo da textura neste processo foi como no processo A, ocorrendo um
decréscimo da firmeza dos queijos até o 21° dia e depois um ligeiro aumento. Este
comportamento foi o mesmo nas fatias de ponta e meio dos queijos. Como ja discutido
10 processo A, este decréscimo se ocorreu devido ao enfraquecimento da rede protéica
em fungdo da quebra da oy -caseina na primeira fase da maturagdo. O aumento que
segue corresponderia a segunda fase e, a ligeira perda de agua dos queijos poderia

também influenciar.

A Figura 19 mostra que a tendéncia apresentada pelas curvas dos parametros
forga maxima, 4rea positiva, forga maxima negativa e area negativa foi a mesma para
os dois métodos de fabricagio avaliados. Através destas curvas pdde-se observar
também a influéncia da regifo analisada na textura dos queijos. O indice de firmeza nas

fatias retiradas da regido mediana foi menor do que aquele obtido nas fatias da ponta.

A Tabela 23 mostra os resultados obtidos no processo C. Os parimetros
avaliados neste processo foram os mesmos avaliados do B. Para alguns pardmetros
deste processo os queijos ndo apresentaram resultados e outros foram perdidos durante

a realizagdo das analises.
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FIGURA 19: Curvas representando os parametros de textura avaliados durante a maturagdo dos

queijos tipo Prato tradicionais e modificados, sendo a) for¢a maxima, b) area positiva, c¢) forc¢a

mixima negativa e d) drea negativa.

98




TABELA 23: Resultados médio da textura do queijo tipo Prato (processo C).

Resultados e Discussio

{ Forca Maxima | Forca Minima | Area Positiva | Area Negativa
s = -
| Tradicional | 300 255 1 194 46,987 +27°2 -
Meio T 5 a
. Modificado | 43, 333 4 407 - 52,363 +5,5 -
1 dia dms. 125377 - 17,302 R
. | Tradicional | ;000 1 286 78607439 -
7 dias | Meio Modificado 2 R a
622,000 + 20,0 68270+ 2,6 -
dms. 97.169 13.169 -
14 dias
i b a b a
Ponta |orioieional | 1040333 29,57 210004517 | 1020004490 [4027£15
i a a
Modificado | 638000 +162% [11333427° |64.523 423 4,060+1.16
dms, 93,736 16,309 15.225 5330
21 dias
dm = : ?
Tradicional | 110,667 +62.6 ° | 27.667£112° | 11126367 |8.487 + 54°
Ponta o ificado a a a a
803333 +324 [27000+68" |87.677+48 11,493 £42
dms, 196,111 36.633 73.006 19253
28 dias
e a a
Tradicional | 7363334229° 26000470 |8228742.5 11,883 + 3.6
Ponta Modificado a a a a
519,000 £43,0 ° | 21,000+4,9" |57.880+4.9 10,823 £37
dms. 135.507 23.797 15,345 14,437
40 dias
a a
Tradicional 076333486 |31.000432 - -
Ponta o dificado a b
1006,667 £33,6° | 50,000 +4,0 - -
dms. 96,487 14,260 - -

dms: Diferenca minima significativa do teste de Tukey ao nivel de erro de 5%.

Em uma mesma coluna médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de erro de 5%.
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No processo C, a firmeza dos queijos tradicional e modificado aumentou na
primeira fase de maturagdo (até o 21°dia) e depois decresceu no 28°dia, aumentando
novamente aos 40 dias de maturagdo. Isso pode estar relacionado i presenga da o~
caseina intacta na primeira fase e a presenga de novos grupos ibnicos formados
durante a maturagdo, implicando numa certa rigidez, como observado por
LAWRENCE et al. (1987). A evaporagdo da 4gua na superficie do queijo e o
gradiente de sal e umidade também pode levar a um aumento da firmeza. Os queijos
fabricados pelo processo C, foram os que apresentaram menor umidade durante todo o
periodo de maturagdo, o que pode ter levado a esta diferenga de comportamento com

relagdo a firmeza.

Os queijos modificados apresentaram valores de firmeza mais baixos que os
tradicionais durante todo o periodo de maturagdo para tanto para as amostras da ponta
quanto do meio. O comportamento das amostras da ponta e do meio foi 0 mesmo

observado no processo B, com valores do meio sempre menores.

Para uma melhor avaliagdo da influéncia do teor de enzima utilizado nos
diversos pardmetros quimicos e instrumentais avaliados, seria viavel a realizagdo dos
processos A, B € C no mesmo dia, usando um mesmo tanque de fabricagdo até o
momento da pré-prensagem e dividindo posteriormente a massa. Para as repetigdes
subseqiientes o teor de caseina:gordura deveria ser o0 mesmo. Deste modo estariamos

padronizando tanto a matéria-prima como as condigdes de processo.

5.6- Analise Sensorial

Utilizando-se os atributos cor amarela, presenga de olhaduras, aroma de leite,
aroma de iogurte, aroma de queijo, sabor de queijo Prato maturado, salgado, acido,
doce, elasticidade, flexibilidade, firmeza e resisténcia 4 mastigagdo, conduziu-se a

analise sensorial dos queijos com 7, 14, 21, 28 e 42 dias de maturagdo. Avaliou-se
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somente o processo C devido ao fato de que quando foram realizados os processos A e

B, a equipe néo tinha sido formada e treinada.

Para os queijos tradicionais com 7, 14, 21, 28 e 42 dias de maturago observou-
se uma coloragdo amarela mais forte,.que diferiu significativamente (p<0,05),
daqueles fabricados pelo método modificado, que por sua vez estavam mais amarelos
com 1 dia de maturagdo. Os valores obtidos variaram de 4,45 a 4,53 nos queijos
tradicionais e de 2,31 a 2,85 nos modificados com 7 e 42 dias respectivamente. A

distribui¢do da cor nos dois métodos foi homogénea e sem manchas.

Os queijos modificados apresentaram um nimero maior de olhaduras
caracteristicas com 14 e 42 dias de maturagdo, os valores apresentados foram 2,52 e

3,36 para os modificados e 1,66 e 1,57 para os tradicionais.

A Figura 20 mostra os resultados obtidos quanto i avaliagdo sensorial da
firmeza nos queijos. Pode-se notar que com 7, 14 e 42 dias de maturagio os queijos
provenientes do método onde adicionou-se a enzima estavam mais macios do que os
quetjos tradicionais. A variagdo deste atributo foi de 4,73 a 3,39 no método
modificado e de 5,36 a 3,90 no tradicional. Nos dois tratamentos observou-se uma
diminui¢do da firmeza com o decorrer da maturagéo, exceto aos 42 dias do queijo
tradicional. Observou-se pela anilise de varifncia, que nfo houve diferenga
significativa entre os métodos tradicional e modificado ao longo da maturagfio
(p>0,05). Para os atributos flexibilidade e elasticidade, os queijos produzidos pelos
dois métodos ndo apresentaram diferenga significativa (p<0,05) durante todo o
periodo de maturagdo; somente o queijo modificado com 14 dias apresentou valores
mais baixos para flexibilidade. Os queijos com adigdo de enzimas apresentaram,

portanto, elasticidade e flexibilidade iguais aos queijos tradicionais.

Os quetjos modificados com 7 dias de maturago apresentaram uma resisténcia
a mastigagdo mais baixa (3,72) do que os tradicionais (5,28), com diferenga

significativa (p<0,05) entre eles.
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Para os atributos aroma e sabor, ndo se verificou diferenga significativa entre os
queijos (p<0,05), indicando que todos maturaram de maneira adequada. Deve-se
destacar que o sabor amargo que ¢ um dos problemas encontrados quando se adiciona
enzimas proteoliticas em queijos ndo foi detectado pela equipe de provadores. Para

este atributo ndo foi verificada diferenga significativa entre os queijos (p<0,05).

Firmeza

B Tradicional
E Modificado

7 14 21 28 40
Dias de Maturagéo

FIGURA 20: Resultados da avaliagao sensorial para firmeza na textura dos queijos.

5.7- Rendimento dos queijos

A Tabela 24 apresenta os valores calculados para o rendimento dos queijos. A
adi¢do da enzima Neutrase® a massa dos queijos fabricados pelo método modificado
nao ocasionou perdas no rendimento. Nos processos B e C. o rendimento ajustado
(RAJ) para os queijos modificados foi maior do que aquele encontrado para os

queijos controle.
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Tabela 24: Rendimento médio dos queijos tipo Prato fabricados nos processos A, B e C.

Trad. Mod. Trad. Mod.  Trad. Mod.
Rendimento 10,57 10,57 9,92 10,25 9,73 9,91
Rend. Ajustado (RAJ) 11,15 10,48 10,18 10,75 10,15 10,42
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* O uso da enzima Neutrase® na sua forma liquida, acelerou o processo de maturagao

do queijo tipo prato.

* Neste trabalho os melhores resultados foram obtidos com 15 mg enzima kg/de leite,
diluida 1:10 em soro, adicionada a coalhada mais soro apds a segunda dessora e antes
da pré-prensagem, e deixado em repouso por 20 min. a 42°C. nesta condigbes a
enzima apresentou uma boa atividade,uma distribui¢do uniforme na massa, sem o

aparecimento de manchas no queijo.

e Os queijos fabricados pelo método modificado apresentaram ja no primeiro dia e
durante todo o periodo de maturagdio, um indice de extensio (% NS-pH 4,6/NT)
significativamente maior do que aqueles fabricados pelo método tradicional, nos

processos A,B e C.

* Os queijos modificados do processo A (25mg enzima/kg leite) apresentaram um
indice de extensdo de 7 dias (17,32) mais elevado do que o correspondente com 30
dias conforme descrito na literatura (14,0 — 14,5), ao passo que no processo B (15mg
enzima/kg leite) o valor obtido para os queijos com um dia (16,02) Jja era maior. No
processo C (10mg enzima/kg leite) um valor proximo (15,61) foi alcangado com 14

dias de maturagio.
* Os queijos modificados apresentaram durante todo o periodo de maturagdo valores de

LP.M. (NNP/NT) mais elevados do que aqueles fabricados pelo tradicional, nos

processos A, B e C.
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A variagdo do NNP entre os processos foi mais homogénea,indicando que o efeito da
enzima Neutrase® parece ser maior durante a maturagdo primaria, confirmando os

dados de literatura.

A enzima Neutrase® parece possuir sua maior atividade nos 20 minutos em que a

massa ¢ deixada em repouso a 42° C.

E importante padronizar a quantidade de soro que deve ser deixada na massa antes da
adigdo da enzima para possibilitar um melhor controle da quantidade de enzima retida

na massa.

A adig@o de enzima Neutrase® a massa dos queijos modificados ndo levou a perdas
no rendimento. Nos processos B ¢ C o rendimento ajustado para o método modificado
(10,75 e 10,42, respectivamente) foi maior do que para o tradicional (10,18 e 10,15

respectivamente).

Os métodos espectrofotométricos usados (determinagiio dos aminoacidos tirosina e
triptofano e reagdo colorimétrica com TNBS e ninidrina-cadmio) mostraram-se

adequados para o monitoramento da proteélise em queijos.

Nos processos A € B hd um decréscimo do indice de firmeza até o 21° dia de
maturagdo,correspondendo a primeira fase da maturag@o onde a quebra da as,-caseina
promove um amolecimento da massa o aumento subsequente ocorre provavelmente

devido a evaporagdo de agua na superficie

No processos A os queijos modificados apresentaram valores de firmeza

significativamente menores que os tradicionais desde o primeiro até o 21° dia de
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maturagdo. No B, estes valores foram menores com 1 dia (meio), 21 dias (meio e

ponta) e 40 dias (ponta).

A regido analisada (ponta e meio) influenciou a textura dos queijos. O indice de
firmeza nas fatias retiradas da regiio mediana foi menor do que aquele obtido nas

fatias da ponta do queijo.

No processo C o aumento nos valores de firmeza se deve provavelmente devido a
presenga de asj-caseina intacta e de novos grupos idnicos formados durante a

maturagdo,. a evaporagdo de agua na superficie do queijo e o gradiente sal e umidade.

O perfil eletroforético dos queijos mostrou que a adigdo de enzimas levou a diferengas
quantitativas nas fragdes protéicas dos queijos modificados quando comparados aos
tradicionais. Houve uma maior degradagdio das fragdes as, e B -caseinas, com
acamulo maior de alguns produtos de degradagio destas duas frages nos queijos
modificados. A degradagdo da fragdo B-caseina foi maior do que a da as)-caseina em

todos os queijos modificados.
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