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Aos meus pais Eliezer da Costa Silva e
Doris Evangelista Ferreira, as minhas irmas
Thamara Evangelista Silva e Thaynara
Evangelista Silva e a minha avé Terezinha
Ferreira Paniago,

Dedico...
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"Tudo tem o seu tempo determinado, e hd tempo para todo o propdsito debaixo do céu.
Hd tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo de plantar, e tempo de arrancar o que
se plantou;

Tempo de matar, e tempo de curar, tempo de derrubar, e tempo de edificar;

Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e tempo de dancar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras, tempo de abragar, e tempo de
afastar-se de abragar;

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e tempo de lancar fora;
Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo de falar,

!

Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de paz.'

Eclesiastes 3:1-8
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INTRODUCAO GERAL

A producdo de leite e derivados € um dos mais importantes itens econdmicos do
Brasil, sendo responsavel pela movimentagdo de grande parte da economia nacional. O
Queijo Minas Frescal € o terceiro mais consumido no Brasil, ficando atrds do Queijo
Mugcarela e Prato (FILHO, 2010).

O processo de fabricacao do Queijo Minas Frescal envolve diversos fatores
cruciais. A raca, a alimentacdo e a higiene durante a ordenha dos animais sdo aspectos
importantes que interferem significativamente na qualidade do leite para producdo de
queijos. Estes aspectos estdo diretamente relacionados ao teor de gordura, proteinas,
presenca de microrganismos, residuos de antibidticos e células sométicas no leite.

Em virtude disto, as industrias produtoras de laticinios procuram fornecedores
que oferecam matéria-prima dentro dos padrdes desejados, mesmo tendo que pagar um
valor mais elevado (SA et al., 2011). Desta forma, os produtores sdo levados a procura
de melhorias para o rebanho para atender tais exigéncias.

Furtado (1991) relata que a qualidade e a quantidade de ingredientes utilizados
na producdo do Queijo Minas Frescal e o controle dos pardmetros do processo de
elaboragao, assim como o coalho e fermento latico, a prensagem e a salga, podem afetar

diretamente nas caracteristicas finais do Queijo Minas Frescal.
1. Queijo Minas Frescal

Descobertas arqueoldgicas revelaram que o queijo jd era elaborado de forma

rastica entre 3.000 e 4.000 a.C., havendo, atualmente, mais de mil variedades



catalogadas no mundo, das quais cerca 300 sdo produzidas na Franca (SALINAS,
2002).

O queijo foi trazido ao Brasil no século XVIII pelos colonizadores e teve sua
importancia econdmica iniciada com a decadéncia do ciclo do ouro no estado de Minas
Gerais. Neste periodo, os queijos eram fabricados de forma artesanal e permaneceram
assim até a intervencdo da Vigilancia Sanitdria, proibindo sua comercializagdo (MELO;
SILVA, 2014).

A produgdo de queijos artesanais € responsavel pela geracdo de renda de um
grande grupo de produtores rurais que buscam agregar valor aos produtos via
transformac¢do da matéria-prima (DE PAULA; FILHO, 2011).

Os queijos fabricados em pequena escala nas propriedades rurais podem ser
designados como artesanais, oriundos de leite cru recém-ordenhado, envolvendo
familiares no processo de producido (DAS DORES; FERREIRA, 2012).

O regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo define o Queijo
Minas Frescal como aquele queijo fresco obtido pela coagulacdo do leite, podendo ser
com coalho e/ou enzimas coagulantes, adicionado ou nao de bactérias laticas
especificas, leite em po, creme, sélidos de origem lactea, cloreto de sédio e cloreto de
cdlcio (BRASIL, 1997).

O Queijo Minas Frescal ¢ um produto de grande interesse para as industrias de
laticinios por ter alto teor de umidade e elevado rendimento, variando entre 5 e 7 litros
de leite por quilo de queijo, resultando em um répido retorno do investimento, precos
mais acessiveis e grande aceitabilidade pelos consumidores (HOFFMANN et al., 2002).
Tem processamento simples, constituido pelas seguintes etapas: pasteurizagao,

coagulacao, corte, mexedura, dessora, enformagem, salga, embalagem e refrigeracao.

2.1 Aspectos de Qualidade do Queijo Minas Frescal

Conforme a portaria n° 352, de 4 de setembro de 1997, o Queijo Minas Frescal
tem consisténcia branda e macia, cor esbranquicada, odor e sabor caracteristicos e
suaves, levemente acido, com ou sem olhaduras mecénicas, ndo tem crosta ou ela é fina.
Sua forma deve ser cilindrica e seu peso variar entre 0,3kg e 5 kg (BRASIL, 1997).

O Queijo Minas Frescal, antes classificado como queijo semigordo e de alta
umidade pelo Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade do Queijo

Minas Frescal, passa a ser classificado como queijo semigordo de "muita" alta umidade



apos a alteracdo realizada pela Instru¢do Normativa n° 04, de primeiro de marco de
2004. Desta forma, deve apresentar 25,0 a 44,9% de matéria gorda no extrato seco,
umidade superior a 55% e sais entre 1 e 1,6% (BRASIL, 1996; 1997; SILVA, 2005).

Mesmo sendo um produto tipicamente brasileiro, os processos de produgdo do
Queijo Minas Frescal ainda enfrentam caréncia de fiscalizacdo adequada, podendo ser
tanto de forma industrial quanto artesanal, sendo, consequentemente, um queijo sem
padrao de qualidade, at¢é mesmo quando portador de selos de Servicos de Inspecdo
(PEREIRA, 2007).

Dados mostram ocorréncia de falhas no controle da qualidade de queijos
fiscalizados no municipio do Rio de Janeiro - RJ, indicando que o carimbo do Servigo
de Inspecao Federal (SIF) ndo representa garantia de que os queijos estejam de acordo
com as normas vigentes de seguranca alimentar (ALMEIDA; FRANCO, 2003).

O servico de inspecdo sanitdria é feito por diversos orgdos de atividades
governamentais nas esferas federal, estadual e municipal, que tém responsabilidades,
diretas ou indiretas, no controle da qualidade dos alimentos e bebidas, sendo seu modelo
de organizagao definido por leis e decretos (PREZOTTO, 2013).

Uma das etapas importante para a producdo de laticinios € a pasteurizagdo do
leite, caracterizada como ponto critico de controle do processo de fabricacdo do Queijo
Minas Frescal. O principal objetivo desta etapa é destruir todos 0s microrganismos
patogénicos presentes no leite (BRASIL, 1952).

O processo de pasteurizacao pode ser feito tanto de forma lenta (62-65°C por 30
min.), quanto rapida (72-75°C por 15-20s). No primeiro processo, sdo utilizados tanques
de aco inoxidavel de parede dupla e agitacdo mecanica do inicio ao fim para garantir a
troca de calor em todo o volume de leite. As desvantagens deste tipo de pasteurizacao
sa0: longo tempo para realizacio da atividade, necessidade de grande quantidade de frio
e calor, além de possibilidade de desenvolvimento de microrganismos termofilos. E as
vantagens consistem na conservacio das propriedades do leite préximas ao estado in
natura, principalmente com relacdo a cor e ao sabor (TRONCO, 2008).

Ja o processo de pasteurizacdo ripida é feito em trocadores de calor a placas,
sendo constituido por quatro etapas: aquecimento, reten¢do, regeneracao e resfriamento.
A regeneracdo € a etapa em que ocorre troca de calor do leite ji pasteurizado ainda
quente com o leite cru recém-bombeado para o equipamento (TRONCO, 2008). As
desvantagens deste tipo de pasteurizagdo sdo o alto custo de aquisi¢ao e manutenciao do

z

equipamento, porém, € vantajoso por ser um processo continuo, de controle eficaz,



maior rapidez, menor drea para instalacdo, menor perda por evaporacdo, maior
eliminacdo de microrganismos terméfilos e economia de mao-de-obra (LEITE et al.,
2006).

A eficiéncia deste tipo de tratamento térmico pode ser verificada através das
enzimas do leite, fosfatase, que deve ser inativada, e da peroxidase, que deve
permanecer ativa (BRASIL, 2002).

O beneficiamento do leite, tratamento térmico, higiene de equipamentos,
manipulacdo, armazenamento, distribui¢do e conservacdo do queijo devem estar em
sintonia com as Boas Préiticas de Fabricacdo (BPF). Esta questdo € grandemente
relevante, pois falhas em algumas destas etapas podem comprometer as caracteristicas
sensoriais, influenciar na microbiota do produto final e, até mesmo, causar surtos

toxicolégicos (FAVA et al., 2012).

2. Matéria-Prima

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), o leite
bovino € o produto normal, fresco, integral, oriundo da ordenha completa ininterrupta
sob condi¢des higi€nicas de vacas sauddveis. Tem diversos componentes sélidos
suspensos em dgua, entre eles, glicidios (basicamente lactose), gorduras, proteinas
(principalmente a caseina) e minerais (BRASIL, 2002).

A biossintese do leite ocorre na glandula mamadria, sob controle hormonal.
Muitos dos constituintes sdo sintetizados nas células secretoras e alguns sdo agregados
ao leite diretamente a partir do sangue e do epitélio glandular. A espécie, raga,
alimentacdo, estacdo do ano, doengas e periodo de lactacdo do animal sd@o importantes
fatores que podem influenciar diretamente na composicao do leite (PAULA et al.,

2010).

2.1.Aspectos Fisico-Quimicos e Microbioldégicos

O leite cru refrigerado deve apresentar teor de gordura original igual ou maior
que 3%; acidez tituldvel em gramas de 4cido latico por 100mL entre 0,14 e 0,18; e
extrato seco desengordurado e proteina devem ser, no minimo, de 8,4% e 2,9%,
respectivamente. Para as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, desde primeiro de julho

de 2014, os valores para a Contagem Padrdo em Placas (CPP) devem ser no médximo de



3x10° UFC/mL, e a Contagem de Células Somaticas (CCS), n maximo de 5x10°
CS/mL (BRASIL, 2011).

Dos constituintes do leite, a 4gua € o constituinte quantitativamente mais
importante, pois nela estdo dissolvidos, dispersos ou emulsionados os demais
componentes, se apresentando na forma ligada e livre, influenciando na textura e na
propriedades dos produtos (CASTRO, 2006).

Ja a gordura se encontra sob a forma de pequenos glébulos, contendo
principalmente triacilgliceréis, envolvidos por uma membrana lipoproteica, sendo o
constituinte que sofre mais variagdes. Quanto ao teor de gordura, o leite € classificado
em: integral, tendo o teor de gordura original e podendo conter, até, no minimo, 3,0%;
semidesnatado, 0,6% a 2,9% de gordura; e desnatado, com 0,5% de gordura no maximo
(BRASIL, 2011).

No leite, estdo presentes as vitaminas lipossoliveis A, D, E e K, associadas aos
glébulos de gordura; e as hidrossoliveis B e C, associadas a parte aquosa. Das
hidrossoluveis, no leite estdo presentes mais de dez tipos de vitaminas no complexo B
(B1, B2, B6, B12,). O leite bovino tem varios compostos nitrogenados, dos quais 95%
sdo proteinas (caseina, albumina e globulina), sendo os demais compostos nitrogenados
nao proteicos (SANTSCHI, 2005).

A quantidade de proteinas no leite é influenciada diretamente pela raca do
animal, e sua quantidade estd diretamente relacionada a quantidade de gordura. A
casefna é o composto nitrogenado mais abundante, € formada de submicelas nas formas
a, B, v e k e encontra-se associada ao cdlcio e ao fosforo, sendo bastante instdvel em pH
baixo (BRITO et al., 2007).

No leite, estdo presentes as enzimas lipase, proteinase, oxido-redutase,
fosfatases, catalase e peroxidase, que tém atividade influenciada pelas condi¢des do
meio (temperatura, pH, acesso ao substrato). Quanto aos carboidratos, o principal
componente € a lactose, formada pela glicose e galactose, que estd dissolvida no leite.
E os minerais presentes sdo cloro, fésforo, potdssio, sédio, cdlcio, magnésio, baixos
teores de ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés, formando sais organicos e
inorganicos, sendo o fosfato de célcio importante componente da estrutura das micelas
de caseina (FAEDO et al., 2013; TRONCO, 2003).

As mudangas na composicao do leite podem influenciar diretamente na alteracao
do seu valor como matéria-prima para fabricacdo de derivados. Por exemplo, uma

diminui¢do de 0,5% de sélidos totais ou 0,1% em proteinas pode significar perda de até



cinco toneladas de leite em pd ou uma tonelada de queijo, respectivamente, para cada
milhdo de litros de leite processado (MOURADO, 2012).

Este trabalho objetiva comparar o comportamento de dois queijos de distintos
processos de fabrica¢do, um artesanal, portador do selo de inspecao municipal, e outro
industrial, com selo de inspe¢do estadual, durante dez dias de armazenamento, a

temperatura de 4°C, por meio de ensaios fisico-quimicos e microbioldgicos.
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OBJETIVOS GERAIS

Este estudo objetiva caracterizar e comparar o comportamento de Queijos Minas
Frescal Artesanal (SIM) e Industrial (SIE), produzidos e comercializados na regido de
Rio Verde — GO, durante dez dias de armazenamento, a temperatura de 4°C, por meio
de andlises fisicas, fisico-quimicas e microbioldgicas, assim como verificar a qualidade

da matéria-prima utilizada na sua elaboracao.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar os parametros fisico-quimicos da matéria-prima utilizada para a
producdo do Queijo Minas Frescal Industrial e Artesanal, incluindo a Composi¢do
Centesimal, Contagem de Células Somadticas (CCS) e Contagem Bacteriana Total
(CBT).

- Determinar o rendimento do Queijo Minas Frescal obtido pelo processo
industrial e artesanal.

- Avaliar os parametros fisico-quimicos dos Queijos Minas Frescal referentes a
acidez tituldvel, pH, extrato seco total, cinzas, cloretos, gordura, proteinas, indice de
extensao e profundidade.

- Realizar andlises microbiolégicas do Queijo Minas Frescal com relagdo a
presenca de Coliformes Totais e Termotolerantes, Salmonella sp. e Staphylococcus
aureus.

- Acompanhar o comportamento do queijo Minas Frescal durante os dez dias de
vida util por meio de andlises fisico-quimicas e microbioldgicas.

- Verificar a sinérese dos Queijos tipo Minas Frescal ao longo dos dez dias de
armazenamento;

- Avaliar a qualidade da dgua utilizada na limpeza dos utensilios quanto a

presenca de Coliformes.



CAPITULO I

ESTUDO DO SHELF LIFE DO QUEILJO MINAS FRESCAL
ARTESANAL E INDUSTRIAL

RESUMO

O Queijo Minas Frescal é um dos tipos mais produzidos e consumidos no Brasil e seu
processo de obtencdo pode ser feito desde a forma artesanal, em pequenas unidades
produtoras, até a forma industrializada, em grandes laticinios, sob inspecao federal. Este
trabalho objetivou avaliar a influéncia do Selo de Inspec¢do sobre o Queijo Minas
Frescal produzido de forma artesanal e industrializada, bem como a relacdo entre eles
durante o shel flife de dez dias, por meio de andlises fisico-quimicas, microbioldgicas,
rendimento e sinérese. As pecas de queijo analisadas estavam em consondncia com 0s
requisitos de umidade e gordura preconizados pela legislacdo, mas os valores obtidos
para as andlises microbioldgicas o caracterizam como impréprio para consumo, com
NMP/g de Coliformes Termotolerantes fora do aceitavel e presenca de Salmonella sp.
nas amostras avaliadas. O maior rendimento foi obtido pelo queijo A, que apresentou

maior sinérese durante os dez dias de armazenamento.

Palavra-chave: Armazenamento, caracteristica, leite, processamento, qualidade.



CHAPTER I

STUDY OF SHELF LIFE OF MINAS FRESH CHEESE,
HANDMADE AND INDUSTRIALIZED

ABSTRACT

Minas Fresh Cheese is one of the most produced and consumed cheese types in Brazil
and its process can be performed by the traditional way, in small production units, up to
industrialized form, in large dairy, under federal inspection. This study aimed to
evaluate the influence of the Inspection Label on the Minas Fresh Cheese, made by
hand or industrially, and its shelf life during ten storage days by physicochemical,
microbiological, yield, and syneresis analysis. The analyzed cheese parts met the
moisture and fat requirements recommended by the legislation; however, the obtained
values for microbiological analyzes indicate it unfit for consumption, with most
probable number (MPN)/g of thermotolerant coliforms outside the acceptable limit, and
the presence of Salmonella sp. in the evaluated samples. The best yield was obtained by

A cheese; samples of it showed higher syneresis during the ten storage days.

Keywords: Feature, milk, processing, quality, storage.



INTRODUCAO

Durante os anos de 2000 a 2008, o Brasil aumentou o consumo per capita de
lacteos, em média, 30%. Para este ano, as perspectivas sdo inferiores a 2,5%. Esta
reducdo de consumo se d4 pelo aumento médio de 3,22% nos pregos do leite e seus
derivados nos estabelecimentos comerciais (FILHO, 2010; VIEIRA, 2015). Em meio ao
cendrio de um mercado competitivo, os produtores estdo em busca de tecnologias e
inovagdes de produtos, jd os consumidores, em busca por preco e qualidade no ato de
compra.

O queijo Minas Frescal, presente entre os trés tipos mais consumidos no Brasil, é
um produto de massa crua, obtido pela coagulacdo do leite de vaca, embalado e
comercializado logo apdés a produgdo, com shelf life curto, mesmo mantido sob
refrigeragdo (SEBRAE, 2008).

Os avangos tecnoldgicos estdo permitindo inovagdes nos processos de fabricacao
do Queijo Minas Frescal, com a maior parte produzida de forma industrializada e uma
menor parte, porém, relevante para a economia brasileira, produzida de forma artesanal
(DAS DORES; FERREIRA, 2012; DE PAULA; FILHO, 2011).

Os processos de elaboracdo artesanal e industrial ainda enfrentam grandes
dificuldades no controle microbiolégico do Queijo Minas Frescal, sendo um problema
de alta relevancia. Para garantir a qualidade sanitdria deste tipo de produto e facilitar sua
comercializacdo, as unidades produtoras adotam selos dos Servigos de Inspecdo, que
podem ser de origem municipal, estadual ou federal.

Além dos danos a satde e dos surtos toxicoldgicos, as bactérias patogé€nicas se
desenvolvem no alimento, atuando na degradacdo de diversos compostos, como

proteinas e gordura, influenciando nas caracteristicas sensoriais (FAVA et al., 2012).
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Este estudo objetiva caracterizar e comparar o comportamento de Queijos Minas
Frescal Artesanal e Industrializado, produzidos e comercializados na regido de Rio
Verde — GO, durante dez dias de armazenamento, a temperatura de 4°C, por meio de
andlises fisicas, fisico-quimicas e microbioldgicas, assim como verificar a qualidade da

matéria-prima utilizada na sua elaboragao.



MATERIAL E METODOS

1. Coleta das Amostras

Os Queijos Tipo Minas Frescal foram feitos com leite coletado de produtores
rurais da regido de Rio Verde, que trabalham com producdo de leite de vacas oriundas
do cruzamento das racas Gir e Holandés, resultando em animais predominantemente do
tipo girolando. Esses animais sdo criados em regime semi-intensivo, com alimentagdo a
pasto, sendo a drea de pastagem formada por capim braquiardo (Brachiaria brizantha
cv. Marandu).

Para este trabalho, foram coletadas quatro amostras de leite cru e quatro de
Queijo Minas Frescal em cada unidade produtora, sendo uma de processo de produgdo
artesanal e outra, de processo industrial. Essas unidades produtoras estavam localizadas
no entorno da cidade de Rio Verde-GO.

A primeira unidade produtora (A) dispunha de um processo de producao
artesanal, cuja matéria-prima era obtida apenas de um produtor rural, e o processo de
pasteurizacdo do leite era feito de forma lenta (62-65°C/30min). A matéria-prima
utilizada para a elaborag¢do dos queijos ndo era padronizada quanto ao teor de gordura e
nao havia adicdo de cloreto de calcio. A salga era feita no leite, na concentracdo de 1%,
e o queijo tinha selo do Servigo de Inspecdo Municipal (SIM).

A segunda unidade produtora (B) era de processo industrial, com matéria-prima
oriunda de vdrios produtores regionais, transportada em caminhdes tanque isotérmicos
até o laticinio. O processo de pasteurizacdo da matéria-prima era o rapido(72-75°C/15-

20s), seguido pela padronizacdo da gordura a 3%. A adicdo de sal e de cloreto de célcio
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era feita no leite a 1% antes da adicdo do coagulante enzimético, € o queijo tinha
certificacdo do Servico de Inspe¢ao Estadual (SIE).

Os dois laticinios nao dispunham da adi¢do de culturas laticas iniciadoras no
leite e utilizavam enzimas coagulantes para a fabrica¢do dos Queijos Minas Frescal.

Para a pesquisa, o leite foi coletado assepticamente em fracos estéreis contendo
conservante Azidiol® para andlise de Contagem Bacteriana Total(CBT)e Bronopol®
para andlise de Contagem de Células Somaticas(CCS) e composicao centesimal. Logo
apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixa térmica e enviadas para o
Laboratério de Qualidade do Leite (LQL) do Centro de Pesquisa de Alimentos (CPA)
da Escola de Veterinaria e Zootecnica da Universidade Federal de Goias (UFG).

Para cada coleta, duas pecas de Queijo Minas Frescal foram fracionadas na
unidade produtora em oito partes, quatro para andlises microbioldgicas e quatro para
andlises fisico-quimicas, assim, cada fracdo foi analisada em tempo diferente (dias 1, 4,
7 e 10). Em seguida, foram transportadas em caixas de polietileno extrusado, contendo
gelo, para os Laboratérios de Andlise Fisico-Quimica de Leite e Derivados e de
Microbiologia de Alimentos do Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde e

armazenadas durante dez dias em temperatura de 4°C em BOD (Lima Tec).

2. Analises Realizadas no Leite

Para a andlise da composi¢do centesimal (teores de gordura, sélidos totais,
proteina e lactose) do leite cru refrigerado, foi utilizado o principio analitico, que se
baseia na absorcdo diferencial de ondas infravermelhas pelos componentes do leite,
utilizando o equipamento Milkoscan 4000 (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark). Uma
aliquota da amostra foi exposta a radiacdo infravermelha, que possibilita determinar a
concentracdo de cada componente, e passa por um sistema Optico que mede a energia
absorvida em comprimentos de onda especificos na regido infravermelha. Com a
vibragdao das moléculas dos diferentes componentes em comprimentos especificos, as
amostras sdo irradiadas no comprimento de onda de referéncia e no comprimento de
onda de leitura. O equipamento emite um feixe de luz de radiacio infravermelha, que €
colhido por um detector. Os sinais de pulso sdo detectados e, por meio de uma placa,
convertidos em concentragdo percentual do componente especifico por meio da
integracdo do equipamento. O resultado final é entdo, automaticamente, calculado e

expressos em percentual (MESQUITA, 2006).
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A determinacdo da CCS foi feita em equipamento Fossomatic 5000 Basic (Foss
Electric A/S. Hillerod, Denmark), cujo principio analitico se baseia na citometria de
fluxo. Uma pequena fragdo da amostra € pipetada automaticamente para o interior do
equipamento e misturada aos reagentes (detergente e marcador molecular), ocasionando
o rompimento das membranas das células somaticas, permitindo a coloracdo do DNA
pelo brometo de etidio. O equipamento dispde de uma ldmpada halégena que emite
raios de luz azul que, ao incidir sobre 0 DNA corado, provocam a emissao de pulsos de
luz vermelha. Estes pulsos sdo ampliados e contados por um fotomultiplicador, e os
resultados, expressos em CS/mL(MESQUITA, 2006).

A CBT foi feita por técnica de citometria de fluxo pelo equipamento Bactoscan
FC (Foss Eletric A/S. Hillerod, Denmark). Esta técnica consiste na adi¢do de brometo
de etidio ao leite para que o DNA e RNA das bactérias sejam corados. Uma aliquota da
amostra € aspirada e misturada a uma solucio contendo enzimas e um corante a base de
brometo de etidio, que se liga rdpida e seletivamente a cadeia dupla do 4dcido nucleico
bacteriano. Assim, esta mistura passa pelo sistema 6ptico e recebe, constantemente, um
feixe de “laser” emitindo fluorescéncia (pulso), que € captada pelo sistema Optico (foto-
multiplicador). Os pulsos sdo entdo transformados em contagem individual de bactérias

e os resultados, expressos em UFC/mL (NEVES, 2008).

3. Analises Fisico-Quimicas do Queijo Minas Frescal

As analises fisico-quimicas dos Queijos Minas Frescal Artesanal Industrializado
foram feitas em triplicata, com duas repeti¢des, consoante com a Instru¢ao Normativa n°

68 (BRASIL, 2006).

3.1 Avaliacao do pH

Para a avaliacdo do pH, foi utilizado o potenciémetro digital marca BEL
ENGINEERING, modelo W3B, com eletrodo de penetragao previamente calibrado. A
preparacdo da amostra consistiu na pesagem de 10g do queijo macerado em um béquer,
em seguida, foi feita diluicilo em 50 mL de 4gua destilada aquecida a,

aproximadamente, 45°C, e feita a leitura.
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3.2 Acidez Titulavel

Foram transferidos 10g de amostra do queijo para um béquer de 150mlL,
acrescentados cerca de 50mL de dgua morna isenta de gids carbOnico, e a mistura,
agitada com bastdo de vidro até dissolucdo possivel. A solu¢do foi transferida para um
baldo volumétrico de 100mL e completado o volume. Uma aliquota de 50mL foi
transferida para um erlenmeyer de 125mL, esfriada, e acrescentadas 3 gotas de solucio
alcodlica de fenolftaleina a 1% (m/v). Titulou-se com solu¢do de hidréxido de sédio
0,1mol/mL até leve coloragdo résea persistente por aproximadamente 30 segundos. O
calculo da acidez é obtido por meio da seguinte férmula em gramas de 4cido latico por
100g:

V.f.0,09.n.100
m

% Acido Latico =

Em que,

V = volume de solu¢do de hidréxido de sédio 0,1 N gasto na titulagdo, em mL;
m = massa da amostra, em g;

f = fator de correcdo da solucdo de hidréxido de sédio 0,1 N;

0,09 = fator de conversao do acido latico; e

N = normalidade de solu¢do de hidréxido de sddio 0,1 N.

3.3 Gordura

Para determinacdo do teor de gordura, foi utilizado o método adaptado para
queijos através do butirometro de Gerber para leite. Para este procedimento, foram
pesados 1,0 a 2,0g do queijo em um béquer de 50 mL, digeridos em banho-maria a 65°C
em H,SO4 (d: 1,605g/mL) para separar o lipidio da proteina. Em seguida, o contetido do
béquer foi transferido cuidadosamente para o butirdbmetro, e o béquer, lavado duas vezes
com 4mL de H,SO4 para garantir que todo conteido fosse transferido ao butirometro.
Posteriormente, adicionou-se 1mL de dlcool amilico para proteger o lipidio, secou-se a
boca do butirdmetro, que foi fechada, e feita a centrifugagdo por Smin a 1.200 RPM.
ApOs estas etapas, o butirdbmetro foi transferido para o banho-maria a 65°C por 10
minutos e feita a leitura direta na escala volumétrica calibrada. A porcentagem de

gordura para o queijo em estudo foi determinada pela seguinte férmula:
1.11,33

% lipideos =
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Em que:
[ = leitura do butirOmetro; e

m= massa da amostra em gramas.

3.4 Determinacao de Nitrogénio Total

O método utilizado foi o do Micro Kjeldahl. As amostras foram digeridas em
bloco digestor da marca Marconi e destiladas em equipamento KEJELTEC SYSTEM,
FOSS TECATOR. O procedimento foi pesado em balanga analitica, sendo 0,25g de
amostra transferidos para o tubo de Kjeldahl. Foram adicionados 2,5g de mistura
catalitica [Sulfato de potdssio (K,SO4) p.a., Sulfato de cobre penta-hidratado
(CuS04.5H,0) p.a., propor¢ao de 10+1] e 7mL de 4cido sulfdrico p.a. A amostra foi
aquecida em bloco digestor, elevando-se, gradativamente, a temperatura até 400°C.
Quando o liquido estava limpido e transparente, de tonalidade azul-esverdeada, ele foi
retirado do aquecimento, deixado esfriar e adicionados 10mL de dgua destilada.

Para a etapa de destilagdo, foi acoplado, ao destilador, um erlenmeyer contendo
20mL de solucdo de 4cido borico a 4% (m/v), com 8% de solucdo indicadora mista
[0,132 g de vermelho de metila (C;sH;sN3O;] e 0,06 g de verde de bromocresol
(C21H14B1405S) em 200 mL de solugdo de dlcool etilico a 70 % (v/v)). Ao tubo de
Kjeldahle, foi adicionada uma solucdo de hidréxido de s6dio a 50% (m/v), até que ela se
tornasse negra (cerca de 20mL).

O destilado foi titulado em solucdo de acido cloridrico 0,IN até a viragem do
indicador. O resultado em percentual de nitrogénio total foi obtido pela seguinte

férmula:

V.N.f.0,014.100
m

% nitrogénio total =

Em que:
V = solugdo de 4cido cloridrico 0,1N utilizado na titulac@o apds a corre¢ao do branco;
N =normalidade tedrica da solugdo de 4cido cloridrico 0,1N;
f = fator de correcao da solugao de acido cloridrico 0,IN; e
m = massa da amostra em gramas.
A proteina bruta no queijo foi obtida pela seguinte férmula, conforme técnica
descrita na Instrucao Normativa n° 68:

% Proteina Bruta = % Nitrogénio Total . 6,38
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3.5. Determinacio dos Indices de Extensio e Profundidade

Para a etapa de extracdo da amostra, foram pesados 100g do queijo, batido em
processador até formacdo de uma massa uniforme. Desta massa, foram pesados,
exatamente, 10 g do queijo, transferidos diretamente para um copo de processador com
80mL de 4gua destilada de 40°C a 45°C e 40mL de solucio de citrato de s6dio 0,5mol/L
e batidos por 7 minutos. A suspensdo formada foi transferida quantitativamente para um
baldao volumétrico de 200 mL, tendo sido feitas diversas lavagens com pequenos
volumes de dgua destilada até completar 200 mL. A solucdo foi resfriada em dgua
corrente até 20°C e homogeneizada.

Determinacdo de nitrogénio solivel em pH 4,6: foram medidos 100 mL da
solucdo, que foi transferida para um béquer de 250 mL; foram adicionados 10 mL de
acido cloridrico a 1,41 mols/L SR; apds 5Smin, foram acrescentados 15 mL de dgua
destilada; apos, foi filtrado em papel filtro e reservado para determinacio posterior.

Determinacao do nitrogénio solivel em acido tricloroacético (TCA) 12%: foram
medidos exatamente 50mL da suspensdo e transferidos para um béquer de 250 mL,
foram adicionados 50mL de solu¢do de 4cido tricloroacético 24% (m/v). Apos 15
minutos, filtrou-se em papel filtro e reservou-se o filtrado para determinagdo posterior.

As solugdes obtidas foram trabalhadas conforme o método Micro Kjeldahl, e os
resultados em percentuais foram obtidos por meio das seguintes formulas (BYNUM;
BARBANO, 1984):

(% Nitrogénio soluvel a pH 4,6) .100
% Nitrogénio Total

(% Nitrogénio soltvel em TCA a 12%) . 100
% Nitrogénio Total

Extensio da Protedlise =

Profundidade da Protedlise =

3.6 Extrato Seco Total

Para determinacdo do Extrato Seco Total (EST), foi adotado o método de
secagem em estufa a 105°C, modelo 400/-2ND, Nova Etica. O cadinho de porcelana foi
aquecido em forno mufla a 550°C durante 30 minutos, esfriado em dessecador e tarado.
Foram pesados em balanga analitica cerca de 5Sg de amostra diretamente no cadinho. Os
cadinhos foram levados a estufa com circulagdo de ar, a temperatura de 105°C e, na

sequéncia, esfriados em dessecador e pesados. O procedimento foi repetido até peso
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constante. Para expressar os resultados em porcentagem de Extrato Seco Total, foi
utilizada a seguinte formula (BRASIL, 2006):

m, —m
%ESngmz—m%.mo
1~ 0

Em que:

m, = massa do cadinho vazio;

m; = massa da amostra seca + peso do cadinho; e

my = massa em gramas da amostra imida + peso do cadinho.

3.7 Cinzas

A determinacdo das Cinzas ou Residuo Mineral Fixo foi feita em mufla, modelo
N480D, a temperatura de 550°C. Os cadinhos com as amostras previamente secas
utilizadas na determinac¢do do Extrato Seco Total foram levados a mufla e incinerados,
resfriados em dessecador e pesados. Os resultados em porcentagem de cinzas foram
expressos pela seguinte formula (BRASIL, 2006):

m, —m
% Cinzas = ﬁ .100
1~ 0

Em que:
m, = massa do cadinho vazio;
m; = massa da amostra incinerada + peso do cadinho; e

m> = massa em gramas da amostra imida + peso do cadinho.

3.8 Cloretos

Partindo do obtido na andlise de cinzas, todo o conteido incinerado foi
transferido para um erlenmeyer de 125 mL. Foram adicionados cerca de 50 mL de dgua
morna ¢ ImL de solu¢do de cromato de potédssio a 5 %. Esta solucdo foi titulada com
uma solugdo de nitrato de prata 0,1 N, até coloragao vermelho tijolo. O percentual de
cloretos foi obtido pela seguinte féormula (BRASIL,2006):

V.f.N.0,0585.100
m

% NaCl =

Em que:
V = volume da solu¢do de nitrato de prata 0,1 N gasto na titulacdo, em mL;
f = fator de corre¢do da solu¢do de nitrato de prata 0,1 N;

m = massa da amostra, em gramas;
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N =normalidade da solucao de nitrato de prata 0,1 N; e

0,0585 = miliequivalente-grama do cloreto de sédio.

4. Rendimento

O rendimento do processo de obtencdo dos queijos foi calculado pela
quantidade de leite utilizada em quilograma e pela massa do queijo obtido ao final do
processo (FRITZEN-FREIREet al., 2010), por meio da seguinte equagao:

) Volume de Leite Utilizado na Produgdo
Rendimento =

Massa de Queijo Produzido

5. Sinérese

A sinérese foi calculada pelo peso de soro de leite liberado por cada amostra de
queijo em sua propria embalagem (AICHINGER et al., 2003). Os resultados obtidos em

porcentagem foram calculados pela seguinte féormula.

Peso Soro
Sinérese = . 100
Peso Amostra

6. Analises Microbiologicas dos Queijos

As andlises do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e
Termotolerantes e da presenca de Salmonella sp. e Staphylococcus aureus no Queijo
tipo Minas Frescal foram feitas de acordo com a Instru¢ao Normativa n® 62 (IN 62/03)

do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2003).

6.1 Coliformes Totais e Termotolerantes

Para determinacio do NMP de Coliformes Totais e Termotolerantes, foi
utilizada a seguinte metodologia para os quatro dias de andlise do Queijo Minas Frescal.
De cada amostra, foram pesados, assepticamente, 25 gramas do queijo e
adicionados 225 mL de solu¢do salina estéril, a fim de obter-se a dilui¢do inicial (10'1),

que foi homogeneizada. Posteriormente, ImL desta diluicdo foi colocado num tubo
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contendo 9mL de Solugdo Salina Peptonada 0,1%, obtendo-se uma dilui¢dao de 102 ,
tendo tal procedimento sido repetido para obtenc¢do de uma diluicao de 107

De cada diluicdo (10" a 10™) do queijo em estudo, foram tomadas trés porcdes
de 1mL cada e inoculadas, respectivamente, em trés tubos contendo 9mL de Caldo
Lauril Sulfato Triptose (LST), € um tubo de Durham invertido, obtendo-se trés séries de
trés tubos, os quais foram incubados em estufa a 35 °C- 37° C, por 24 a 48 horas.

Os subcultivos positivos foram semeados em tubos de Caldo Verde Brilhante
Bile 2% com tubo de Durham invertido e incubados a 35°C em estufa durante 24 a 48
horas. A prova foi considerada positiva somente quando foram verificadas turvacao do
meio e producdo de géds nos tubos de Durham, dentro de um periodo de incubacdo
maximo de 48 horas.

A partir do LST turvo, uma al¢ada de cada cultura foi tomada dos tubos
positivos e transferida para tubos de Caldo Escherichia coli (EC MERCK), contendo
tubos de Durham invertidos, e incubados a 45,5 °C, em banho-maria, para determinagdo

de Coliformes Termotolerantes.

6.2 Salmonella sp

Na pesquisa de Salmonella sp., 25g de amostra foram pesados assepticamente e
homogeneizados em 225mL de Caldo Lactosado (CL), pH 6,8, e incubados a 36°C por
24 horas para recuperagao de células injuriadas. As amostras foram transferidas para
dois diferentes caldos de enriquecimento seletivo, Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato-
Novobiocina, incubadas a 37°C e 42°C/24 horas. Cada amostra foi semeada em placas
de Petri com Agar MacConkeyee em Agar Bismuto Sulfito, incubadas por 24 horas a
37°C.

Para teste de confirmacgdo, duas colonias de cada placa foram selecionadas e
inoculadas através de picada profunda e estriamento na superficie do bisel no Agar
Ferro Trés Acucares (TSI) e Agar Lisina Ferro (LIA). Os tubos de TSI e Lia inoculados
foram incubados a 36°C por 18 a 24 horas e, posteriormente, foi feita a leitura dos

resultados.
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6.3 Staphylococcus aureus

A andlise de contagem de S. aureus foi feita pelo método de contagem direta em
placas, que consiste em selecionar trés dilui¢des adequadas da amostra, conforme as
instrugdes de dilui¢des para andlise do NMP de Coliformes, e inocular 0,ImL da
dilui¢do nas superficie de placas de Agar Baird-Parker (BP), previamente preparadas,
até que todo o liquido seja absorvido pela superficie. As placas inoculadas foram
incubadas invertidas a 35°C por 48 horas.

Para o teste de confirmacao, cinco colonias tipicas foram selecionadas para teste
de Coagulase e Catalase. Cada colonia foi transferida para um tubo de Caldo Infusao
Cérebro Coracao (BHI) e emulsionada. Uma al¢ada da emulsdo foi transferida para um
tubo contendo Agar Tripticase de Soja inclinado, e os tubos inoculados foram incubados
a 35°C por 24 horas. Apés o periodo de incubagao, foi adicionado 1,0mL de peréxido
de hidrogénio a 3% em cada tubo e feita a leitura do teste de Catalase. Foram
considerados positivos os tubos com producio de gés.

Para o teste de Coagulase, 0,2mL de cada cultura obtida no caldo BHI foi
transferida para um tubo e adicionado 0,5mL de Plasma de Coelho com EDTA, tendo
esta mistura sido emulsionada cuidadosamente, incubada em banho-maria a 37°C e

verificada a formacao ou ndo de codgulo.

7. Analise Microbiolégica da Agua

Na &gua utilizada para lavagem dos utensilios dos estabelecimentos, foi feita
andlise para verificagio do NMP (Nimero Mais Provavel) de Coliformes Totais e

Termotolerantes, conforme metodologia citada anteriormente para o queijo em estudo.

8. Analises Estatisticas

Para a analise estatistica, foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), em esquema de parcela subdividida, com duas repeti¢cdes em triplicata, sendo a
parcela ou Fator A o processo de produ¢do do Queijo Minas Frescal (industrializado e
artesanal) e a subparcela ou Fator B o tempo de andlise (dias 1, 4 ,7 e 10), seguindo o

modelo Yijk=p+ai+bj+ (ab)ij+rk+§ijk , €m que:
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Yiix € a observagdo do i-ésimo nivel do fator A e j-€simo nivel do fator B, na k-
€sima repeticao

u € a média geral;

a; € o efeito do i-ésimo nivel do fator A;

b; € o efeito do j-ésimo nivel do fator B,

(ab);; € o efeito da interag@o entre o i-€simo nivel do fator A e o j-ésimo nivel do
fator B;

1y € o efeito da k-ésima repeticdo; e

&ijk € o erro casual associado a observagdo Xijk.

Para a andlise do leite, utilizou-se a Analise de Varidncia (ANOVA). Os
resultados de CCS e das andlises microbioldgicas foram transformados em logaritmo
natural, por ndo terem apresentado distribui¢ao normal.

Todas as analises foram feitas com o auxilio Software livre R (R, 2010).



RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Analises do Leite

A Tabela 1 mostra que os teores de gordura, proteina, lactose e Extrato Seco
Desengordurado (ESD) nao apresentaram diferenca significativa entre o leite utilizado
nos processos de producdo dos queijos A e o leite utilizado para os queijos B. Ja os
resultados obtidos para Extrato Seco Total (EST) diferiram significativamente entre si
(p<0,05). Todos os parametros se mostraram consoantes com a Instru¢do Normativa 62,
que preconiza valores minimos de 3g/100g de gordura, 2,9g/100g de proteina, 11,4
g/100g de Extrato Seco Total (EST) e 8,4 g/100g de Extrato Seco Desengordurado
(ESD) (BRASIL, 2011).

TABELA 1 - Média das andlises dos componentes do leite utilizado para a produgdo

dos queijos A e B.

sl . Médias do Leite
Variaveis p-valor

A B

Gordura (g/100g) 3,69 3,54 1,37
Proteina (g/100g) 3,16 3,15 0,83
Lactose (g/100g) 4,40 4,45 0,19
EST (2/100g)" 12,26 12,10 0,01%
ESD (g/100g) 8,57 8,56 0,77
CCS (CS/mL)’ 7,5x10° 5,9x10° 0,00%*
CBT (UFC/mL)* 2,8x10° 6,0x10° 0,00%

'Extrato Seco Total; “Extrato Seco Desengordurado; Contagem de Células Somiticas; ‘Contagem
Bacteriana Total. *p<0,05.

Leite A: Matéria-prima utilizada para a producio de Queijo Minas Frescal em processo Artesanal; Leite
B: Matéria-prima utilizada para a produg@o do Queijo Minas Frescal em processo Industrializado.
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Os resultados obtidos para CCS foram 7,5)(105 CS/mL para o leite utilizado no
processo de fabricacdo do queijo A e 5,9x10° CS/mL para o B diferiram
significativamente entre si (p<0,05), estando fora dos padrdes preconizados pela IN 62
(<5,0x10° CS/mL).

Os valores encontrados indicam falta de higiene no manejo das vacas e
deficiéncia nos tratamentos de mastite clinica e subclinica do rebanho, contribuindo
com variacdes dos teores de gordura, proteina, minerais e sélidos totais, porém nao
favoraveis a qualidade do leite, podendo influenciar nas caracteristicas sensoriais do
Queijo Minas Frescal.

Os valores apresentados para CBT do leite utilizado para o processo de producao
dos queijos A e B foram, respectivamente, 2,8x105e 6,0)(106 UFC/mL, diferindo
significativamente entre si (p<0,05). O leite utilizado no processo de fabricacdo do
queijo B estd fora dos padrdes preconizados pela legislacdo, de <3x10° UFC/mL
(BRASIL, 2011).

Elevados valores de CBT podem indicar deficiéncia higi€nico-sanitdria durante a
ordenha e possiveis doengas nos animais. Lombardi e Resende (2014) avaliaram a
qualidade do Queijo Minas Frescal com selo de Inspecdo Municipal em dois laticinios
distintos e detectaram o reflexo da md qualidade do leite e também dos queijos

produzidos, ndo atendendo a legislagcao vigente.
2. Anadlise dos Queijos
2.1 Analises Fisico-Quimicas

A Tabela 2 apresenta as médias dos parametros fisico-quimicos encontrados
para os Queijos A e B durante os 10 dias de armazenamento. As médias indicam que os
queijos A e B diferiram significativamente entre si nos parametros pH, acidez, EST,
cloretos, gordura e proteina, entretanto houve semelhanca no ensaio de cinzas (p>0,05),
indicando que o processo de producdo tem grande influéncia nos quesitos fisicos e

quimicos dos queijos.
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Média Geral dos Queijos

VARIAVEIS A B p-valor
(Past. Lenta) (Past. Rapida)

pH 6,71 6,12 0,00%*
Acidez (g/100g) 0,09 0,21 0,00%*
EST (g/100g) 34,68 45,62 0,00%*
Cinzas (g/100g) 2,82 3,04 0,31

Cloretos (g/100g) 1,38 1,06 0,00%*
Gordura (g/100g) 19,01 24,66 0,00%*
Proteina (g/100g) 12,45 18,65 0,00%*
IEP' (2/100g) 0,20 0,18 0,10

*p<0,05; Queijo A: processo de produgdo de Queijo Minas Frescal Artesanal; Queijo B: processo de

producio do Queijo Minas Frescal Industrializado; ' Indice de Extensdo da Protedlise.

As Figuras 1 e 2 mostram o comportamento dos Queijos A e B referente aos

ensaios de pH e acidez titulavel durante dez dias de armazenamento.

7,5 Y, =6.8311-0,0226 x Dia
7 R2=97,15
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FIGURA 1 - Comportamento do pH dos Queijos Minas Frescal A e B durante dez dias

de armazenamento a 4°C.

O queijo A apresentou redu¢dao média de 0,02 no valor do pH a cada dia de

armazenamento, variando de 6,80 a 6,58 do dia 1 ao 10, e aumento da acidez de 0,03%,

partindo de 0,07 no dia 1 para 0,10g de dcido latico/100g no dia 10, tendo seu

comportamento mostrado melhor ajuste ao modelo polinomial de primeiro grau nos

ensaios de pH e acidez tituldvel.

O queijo B apresentou pH constante e inferior ao do queijo A, com média de 6,1,

nao diferindo significativamente entre os dias de armazenamento. Os valores de acidez

do queijo B foram superiores aos do queijo A, variando de 0,17 a 0,24g de &4cido



30

l4tico/100g do dia 1 ao dia 10, tendo melhor ajuste ao polindmio de regressdo de

segundo grau, conforme observado na Figura 2.
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FIGURA 2 - Comportamento do parametro de Acidez dos Queijos Minas Frescal A e B
durante dez dias de armazenamento a 4°C.

Os valores de pH e acidez titulavel encontrados nos queijos de producao
artesanal durante os dias de armazenamento podem ser explicados por uma possivel
falha no processo de pasteurizacdo da matéria-prima, em que era utilizada a
pasteurizacdo lenta, e o processo nio atingia o bindmio tempo/temperatura, levando a
um aumento na concentracao de dcido l4ctico.

O aumento da acidez em % de dcido latico € inversamente proporcional a
reducdo do pH. Estas variagdes estdo relacionadas com o aumento da populagdo dos
microrganismos mesofilos, psicrotréficos e bactérias lacticas, que sdo agentes
protagonizantes da transformacdo da lactose em dcido lactico (SANGALETTI et al.,
2009).

A diferencga existente para os parametros de Acidez e pH entre os tratamentos A
e B também pode estar associada a baixa concentragdo de umidade do queijo B
(54,38%), proporcionando maior concentracio de fons de H no queijo. Esta elevada
concentracdo confirma estudo feito por Melo et al. (2013), que avaliaram a inocuidade e
a qualidade microbioldgica do queijo artesanal serrano e sua relacdo com as varidveis
fisico-quimicas e o periodo de maturacdo, evidenciando uma relacdo entre a acdo de
microrganismos, possivelmente presentes no queijo, durante a quebra da lactose.

Sangaletti et al. (2009) avaliaram o comportamento do Queijo Minas Frescal
durante 30 dias de armazenamento e observaram reducdo do pH de 6,66 para 5,85.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Costa et al. (2013), que
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avaliaram Queijo Minas Frescal probidtico e obtiveram valores de 6,53 e 6,05 para
produtos processados de leite bovino e caprino, respectivamente.

Os resultados para andlise de EST apresentaram diferenca significativa entre os
tratamentos, com comportamento constante ao longo dos 10 dias de armazenamento

(Figura 3).
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FIGURA 3- Comportamento do parametro de EST dos Queijos Minas Frescal A e B
durante dez dias de armazenamento a 4°C.

As médias obtidas nos ensaios de EST foram 34,68 e 45,62g/100g para o queijo
A e B, respectivamente, indicando que o queijo A atende ao critério de classificagao de
muita alta umidade da legislacdo (>55%), com 65,32% de umidade, e o B, ao de alta
umidade (36,0 a 54,9%), com 54,38%.

A composicdo do leite, o processo de pasteuriza¢do, o tempo de coagulacio, o
tamanho do corte dos graos de coalhada e a intensidade da mexedura estdo relacionados
ao teor de EST ou umidade de queijos, mas o principal fator que diferiu o tratamento A
do B foi a etapa de prensagem feita no processo de producdo do Queijo Minas Frescal
Industrial. Esta etapa intensifica a expulsdo do soro e confere ao queijo uma massa mais
compacta, ndo sendo um processo exigido na produ¢do do Queijo Minas Frescal, pois a
gravidade e o peso da massa sao suficientes para conferir forma ao produto.

Costa et al. (2013) encontraram valores concernentes ao Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade do Queijo Minas Frescal para queijos de muito alta umidade,
com resultados de 36,8% e 41,5% de EST para os Queijos Minas Frescal elaborados
com leite bovino e caprino, respectivamente.

Ricardo et al. (2011) obtiveram 40% dos Queijos Minas Frescal Artesanal

analisados quanto ao teor de EST condizentes para a classificacdo do produto como de
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muita alta umidade, variando entre 55,03 a 68,96%. Para os Queijos Minas Frescal
industrializados, todas as amostras analisadas estavam dentro dos padrdes definidos
para muito alta umidade, apresentando variac¢des entre 55,0 e 69,9% de umidade.

Os valores médios obtidos para as andlises de cinzas dos Queijos Minas Frescal
A e B ficaram entre 2,82g/100g para o queijo A e 3,04g/100g para o queijo B, ndo
apresentando diferenga significativa entre si (p>0,05), com comportamento linear e

constante ao longo dos dias de armazenamento (Figura 4).
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FIGURA 4 - Comportamento do pardmetro de Cinzas dos Queijos Minas Frescal A e B
durante dez dias de armazenamento a 4°C.

A diferenca encontrada entre os tratamentos na andlise de cinzas pode ser
atribuida ao elevado teor de EST presente no Queijo Minas Frescal B indicando que a
adicao de cloreto de calcio (CaCl) influencia na retencao de sélidos na massa, reduzindo
a perda de finos no soro.

Resultados semelhantes para o ensaio de cinzas foram encontrados por Souza et
al. (2015), que trabalharam com matéria-prima oriunda de diferentes concentragdes de
ureia na dieta dos animais e relataram que nio houve influéncia nos teores de cinzas,
que variaram de 2,37 a 3,22¢g/100g.

Os Queijos Minas Frescal A e B apresentaram diferenca significativa entre si
(p<0,05) no ensaio de cloretos, com média dos resultados encontrados para o queijo A
de 1,38g/100g e para o queijo de B1,06g/100g, e comportamento constante ao logo dos

dez dias de armazenamento (Figura 5).
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FIGURA 5 - Comportamento do parametro de Cloretos dos Queijos Minas Frescal A e
B durante dez dias de armazenamento a 4°C.

Salga umida (em tanques de salmoura) e salga seca (direto na peca) sdo as
melhores formas de adi¢do de sal aos queijos, e a concentracdo ideal no produto é de
1,5%. Os dois processos de fabricagao de Queijo Minas Frescal estudados fazem a salga
diretamente no leite, pratica ndo recomendada, pois parte do NaCl € extraida durante a
sinérese. O soro obtido ndo pode ser utilizado na produgdo de derivados.

O elevado valor de cloretos para o queijo A pode estar relacionado a elevada
CCS encontrada na matéria-prima utilizada. Sabe-se que vacas com mastite clinica tém
as paredes dos vasos sanguineos dilatadas, e diversas substincias do sangue sdo levadas
junto com os leucdcitos para o leite, incluindo ions de cloro e sédio, que deixam o leite
com sabor salgado, e podem influenciar no teor de sal do produto acabado. Este fato
pode ter influenciado na maior concentragdo de cloretos no queijo A, que tinha matéria-
prima com niveis mais elevados de CCS que a utilizada para produ¢do do queijo B.

Silva et al. (2011) observaram diferengas entre os processos de producdo de
Queijo Minas Frescal Artesanal de Minas Gerais para a andlise de cloretos,
evidenciando variagOes existentes na etapa de salga, com valores superiores, entre 1,73
e 2,17%. Oliveira et al. (2013) também observaram resultados superiores aos do
presente estudo em queijos artesanais produzidos nas regides do Serro, Canastra e
Cerrado, do Estado de Minas Gerais, tendo os valores encontrados variado de 1,77 a
2,62%. As diferencas observadas podem estar vinculadas ao tipo de salga, a seca,
evidenciando a ndo padronizacao do teor de sal adicionado.

A adi¢do excessiva de sédio aos alimentos causa hipertensdo arterial, sendo
adotada em processos de producdo de queijos clandestinos para mascarar alteracdes

sensoriais que podem ser consequentes da presenga de microrganismos.
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A Figura 6 mostra o comportamento do parametro gordura avaliado durante os

dez dias de andlise para os Queijos Minas Frescal A e B.
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FIGURA 6 - Comportamento do parametro Gordura dos Queijos Minas Frescal A e B
durante dez dias de armazenamento a 4°C.

As médias obtidas nas andlises de gordura para o queijo A e B foram,
respectivamente, de 19,01g/100g e de 24,66g/100g, diferindo significativamente entre
si, com teor médio de GES de 54,82g/100g para o queijo A e de 54,05g/100g para o
queijo B, ndo atendendo a Portaria N° 352 do MAPA, que classifica o Queijo Minas
Frescal como semigordo, devendo apresentar 25,0 a 44,9g/100g de GES (BRASIL,
1997).

O Queijo Minas Frescal A apresentou comportamento constante para o ensaio de
gordura durante os dez dias de armazenamento, nao evidenciando diferenca
significativa no shelf life. Ja para o queijo B, foi observado comportamento decrescente
do teor de gordura durante os 10 dias de armazenamento, obtendo modelo linear de
polindmio de primeiro grau como o melhor ajuste, apresentando reducdo média de
0,2g/100g de gordura por dia de armazenamento, o que indica uma possivel degradacao
de moléculas de gordura por bactérias lipoliticas.

A diferenca existente entre os teores de gordura para os queijos A e B ndo esta
relacionada ao teor de gordura da matéria-prima, pois nao apresenta diferenca
significativa no presente estudo, com médias de 3,69g/100g para o leite utilizado no
processo de producdo do queijo A e 3,54g/100g no B (Tabela 1). Este fato deve ser
explicado pela possibilidade de melhor retengdo dos componentes do leite no processo
de fabricacdo do queijo B. A reducgdo significativa do teor de gordura observada no
queijo A pode estar relacionada a sua acentuada sinérese, o que influencia na perda de

gordura junto com o soro.
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Resultados encontrados por Oliveira et al. (2014), trabalhando com Queijo
Minas Frescal Tradicional, foram inferiores aos do presente estudo, com duas amostras
atendendo ao preconizado pela legislacdo para queijo semigordo, com valores de 32,02
e 40,86% GES, e outra como magro, com 24,30% de GES. Estas diferencas
provavelmente estao relacionadas a falta de padronizagdo do teor de gordura da matéria-
prima utilizada no processamento dos queijos, revertendo parte da gordura do leite para
o processamento de outros derivados lacteos.

As proteinas do leite, em especial a caseina, sdo importantes no processo de
producdo do leite, visto que, pela acdo de enzimas coagulantes como a quimosina, as
moléculas de caseina sdo rompidas entre os aminodcidos 105 e 106 e, na presenca de
ions de célcio, ela sdo unidas, dando origem ao codgulo. As andlises de determinacao de
proteinas apresentaram média de 12,45% para o queijo A e de 18,65% para o B,
indicando diferenca significativa entre si (p<0,05). Isto ocorre pela distingdo dos
processos tecnoldgicos, como a adi¢do de cloreto de calcio no leite do processo de
fabricacdo do queijo B, o que contribui com uma maior interacio entre as moléculas de
caseina e melhor expulsao do soro, também reforcada pela etapa de prensagem da
massa.

As proteinas dos queijos sdo degradadas por acdes enzimdticas durante o periodo
de estocagem, ja no presente estudo estas reacdes ndo influenciaram significativamente
o teor de proteinas ao final dos dias de andlise, com comportamento linear ao longo dos
dez dias de armazenamento para os Queijos Minas Frescal A e B (Figura 7). A
degradacdo das proteinas dos queijos faz parte da gama de modificagdes bioquimicas
dos queijos e influencia nas caracteristicas sensoriais de sabor, aroma e textura, mas
para isto o queijo deve ser submetido ao processo de maturacdo sob condicdes
apropriadas, o que é pouco notado em queijos frescais de curto periodo de

armazenamento.
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FIGURA 7 - Comportamento do parametro Proteina dos Queijos Minas Frescal A e B
durante dez dias de armazenamento a 4°C.

Sangaletti et al. (2009) avaliaram Queijo Minas de seis marcas distintas durante
trinta dias de armazenamento e encontraram valores para proteinas mais elevados,
variando entre 21,29 e 22,10%, ndo tendo apresentado diferenca significativa entre o
primeiro e o trigésimo dia de armazenamento, indicando que a ac¢do proteolitica dos
queijos nao alterou significativamente os teores de proteinas.

As reacdes de quebra das molécula de proteina sdo conhecidas como Protedlise
Priméria e Protedlise Secundaria, ou ainda, por Indice de Extensdo da Protedlise (IEP) e
Indice de Profundidade da Protedlise (IPP). Os IEP é resultado da relagio entre o
nitrogénio solivel a pH 4,6 e o nitrogénio total. E sdo resultados obtidos através do
coalho ou coagulante residual sobre a og;-caseina e, em menor escala, sobre a -caseina
dos queijos,dando origem a peptideos de alto e médio peso molecular. A Figura 8

mostra o comportamento dos queijos A e B e as médias obtidas para IEP.
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FIGURA 8 - Comportamento do Indice de Extensdo da Protedlise nos Queijos Minas
Frescal A e B durante dez dias de armazenamento a 4°C.
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As médias obtidas dos indices de extensdo da protedlise dos queijos A
(0,20g/100g) e B (0,18g/100g) ndo diferiram significativamente entre si (p>0,05),
indicando que a propor¢ao de coalho adicionado era a mesma para os dois tratamentos.
O queijo A apresentou comportamento constante ao longo dos dez dias de
armazenamento € o queijo B, um ajuste em funcido quadratica (R* = 85,31), com
interacdo significativa entre os queijos A e B (p=0,02), o que mostra diferenca de
comportamento longo dos dez dias de armazenamento entre os tratamentos pela maior
variacdo da atividade proteolitica sobre o queijo B.

A atividade proteolitica secundéria € a relacio entre o nitrogénio nao proteico e
o nitrogénio total. Devido a agdes das enzimas aminopeptidases, carboxipeptidases,
dipeptidases oriundas das bactérias presente no queijo, a profundidade da protedlise
produz compostos caracteristicos como aminodcidos, oligo-peptideos e aminas(FOX,
1989; SABOYA et al., 1998).

Os resultados obtidos neste estudo para o IPP foram nulos, indicando que nao
houve quebra significativa das moléculas de proteinas por acao de enzimas bacterianas
durante os dez dias de armazenamento. Resultados diferentes foram obtidos por
Sobralet al. (2015), que observaram evolugdo do IPP de 5,09% a 11,91% nos queijos
artesanais produzidos no interior de Minas Gerais durante 30 dias de armazenamento.
Silva et al. (2011) verificaram indices de profundidade em queijo minas artesanal da
regido da Canastra com variagdes entre 8,27 a 10,67%. A existéncia da acdo de
profundidade pode estar relacionada a adi¢do de culturas laticas no processo de
producdo dos queijos com objetivo de alteracdes sensoriais desejaveis, que nio foi o

caso dos queijos analisados no presente trabalho.

2.2 Sinérese

Os queijos avaliados apresentaram comportamento crescente para o ensaio de
sinérese, com ajuste de polindbmio de regressdo de primeiro grau e diferenca

significativa entre si (p<0,05) (Figura 9).
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FIGURA 9 - Comportamento da Sinérese dos Queijos Minas Frescal A e B durante dez
dias de armazenamento a 4°C.

O queijo A mostrou maior tendéncia a liberacdo de soro que o queijo B, com
aumento médio de 0,75% de perda de soro por dia, chegando a 14,26% no décimo dia
de armazenamento. Ja para o queijo B, a média de perda didria foi de 0,2%, chegando a
4,65% no ultimo dia de armazenamento.A elevada sinérese observada no queijo A
durante os dez dias de armazenamento pode ser atribuida principalmente a auséncia da
prensagem do queijo, permitindo que a expuls@o do soro continue acontecendo durante
0 armazenamento.

A liberacdo de soro por queijos durante o shelf life pode estar vinculada ao
aumento da concentracdo de fons de H" durante os dias de armazenamento, fator que
influencia na reducao das forcas entre as micelas de caseina, intensificando, ainda mais,
a expulsdo do soro (LAW; TAMIME, 2010).

Outro fator que pode ter influenciado a diferenca nos valores de sinérese s@o as
embalagens utilizadas para acondicionar os queijos. O queijo A foi embalado em
bandejas de polietileno extrusado, envolvido em filme de pléstico, e o queijo B foi
embalado em saco de polietileno e selado a vicuo, o que dificulta a liberacdo de soro no
armazenamento do produto. Sant'Ana et al. (2013) também observaram resultados
crescentes para sinérese nos queijos Minas Frescal obtidos de leite de vaca, cabra e
mistura de ambos, ressaltando ainda a influéncia na reduc¢do da textura do produto

durante o shelf life.
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2.3 Rendimento

O processo de producdo do queijo A apresentou maior rendimento que o queijo
B, indicando que, para a produ¢do de um quilo de queijo do laticinio A, foram gastos,
em média, 5,35L de leite, e para o queijo do laticinio B, 8,37L de leite.

Esta diferenga encontrada para o rendimento dos queijos A e B pode ser devida a
alta retencdo de umidade no queijo A, que € associada a auséncia da etapa de
prensagem. O melhor rendimento do Queijo Minas Frescal A também pode ter sido
influenciado pela qualidade da matéria-prima e pelos elevados valores de CBT, que
proporcionam degradagdo das proteinas e gordura do leite, o que pode ter contribuido
para o menor rendimento do queijo B, que apresentou média de contagem de unidade
formadora de colonias por mL no leite cru refrigerado superior a média do queijo A.

O processo de pasteurizacdo do leite também influencia no rendimento de
queijos. Silveira e Abreu (2003) observaram maior rendimento na obten¢do de queijo
prato com leite pasteurizado pelo método de Injec@o Direta de Vapor (IDV), ressaltando
ainda que houve maior aproveitamento dos constituintes do leite pela reducdo do

tamanho dos glébulos de gordura e desnaturacdo das soroproteinas, facilitando a

retencao destes compostos no codgulo.

2.4 Analises Microbiologicas

A Resolucdo ne 12 de 2001 da ANVISA define que os Queijos Minas Frescal
produzidos por coagulacdo enzimadtica, sem agdo de bactérias lacticas, devem
apresentar auséncia de Salmonella sp. em 25g, entretanto, os resultados obtidos estdo
em desacordo, indicando sua presenca em todas as coletas feitas no Queijo Minas
Frescal A e nas coletas 1, 3, e 4 do Queijo Minas Frescal B.

A Salmonella sp. € uma bactéria que causa graves riscos a saide. Seus sintomas
aparecem de 12 a 72 horas apds a ingestdo do alimento contaminado e, dependendo da
quantidade ingerida, causa diarreia, dor abdominal, febre, dor de cabeca, mal-estar,
desidratacdo e calafrios, podendo ser fatal para criangas, idosos, portadores de HIV,
pacientes com cancer e diabetes, em decorréncia da elevada perda de liquidos
(PIGNATELLI et al., 2014).

Trabalhos conduzidos por Wolupeck et al. (2012) avaliaram a evolucdo

microbiologica do Queijo Minas Frescal comercializado em Curitiba e observaram
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auséncia de Salmonella sp nas amostras analisadas no ano de 1999 e presenca nas
analisadas em 2009, indicando que os programas de garantia de qualidade e boas
praticas de fabricac@o nao evoluiram junto com os processos tecnolégicos.

A presenca de Salmonella sp nos queijos sugere ineficiéncia dos processos de
pasteurizacdo do leite, ou ainda, falta de controle higi€nico-sanitdrio no processo de
elaboracdo dos queijos. O laticinio produtor do queijo A estd localizado em uma
fazenda no municipio de Rio Verde — GO e, por haver criacdes de animais proximo as
instalacdes, pode ter ocorrido uma contaminacdo via aérea desta bactéria para os
produtos. Ja o laticinio produtor do queijo B é uma pequena industria afastada de
animais domésticos, entretanto sdao evidenciadas falhas na implementacdo do programa
de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) pela utilizacdo de adornos pelos colaboradores da
fabrica.

Os resultados para as andlises de Staphylococcus aureus foram negativos para os
Queijos Minas Frescal A e B em todas as coletas, indicando estar em acordo com a
resolucdo vigente, que estipula o méximo de 5,0 x 10*> UFC/g para os Queijos Minas
Frescal produzidos por coagulacdo enzimética, sem acdo de bactérias lacticas.

O Staphylococcus aureus é um patdgeno presente no trato digestivo humano,
inclusive, na saliva e mucosa nasal. Dependendo da quantidade de alimento ingerido e
das toxinas, os sintomas podem ser cdlicas, sudoreses, vOmitos e, nos casos mais
graves, dores de cabecga, dores musculares e altera¢do na pressdo arterial (MELO et al.,
2009).

Senger e Bizani (2011) obtiveram contagem de Staphylococcus aureus acima
dos valores permitidos pela legislacao em 40% das amostras de Queijo Minas Frescal
obtidas de processo artesanal e 23,3% de processo industrial, evidenciando possiveis
falhas no tratamento térmico do leite e/ou no processamento do produto.

Rossi et al. (2012) também nao detectaram presencga de S. aureus nas amostras
de Queijo Minas Frescal, porém, Martins e Reis (2012) obtiveram 45% das amostras
impréprias para consumo, com contagens acima de 5x10* UFC/g.

A bactéria Staphylococcus coagulase positiva por estar presente, principalmente,
na saliva e mucosa nasal, ser transferida para alimentos pela ndo utilizacdo de mdscaras
durante a elaboracdo dos queijos, pratica adotada pelos manipuladores dos Queijos
Minas Frescal dos laticinios A e B.

Os resultados obtidos para as andlises de NMP para Coliformes Totais foram

maiores que 24 X 10? NMP/g em todos os tratamentos, coletas e dias de andlise,
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indicando também possiveis falhas no processo de fabricacdo do Queijo Minas Frescal e
na pasteurizagado do leite.

Para as analises de NMP de Coliformes Termotolerantes, todos os tratamentos
avaliados apresentaram resultados acima de 24 x 10> NMP/g em todas as coletas dos
Queijos Minas Frescal produzidos de forma Artesanal e Industrializada, estando fora
dos padrdes preconizados pela resolugdo n°12 da ANVISA, que determina valor
maximo de 5,0 x 10° UEC/g.

Os coliformes englobam um grupo de bactérias encontradas no intestino de
animais de sangue quente e, quando presentes nos alimentos, indicam contaminagdo
fecal. A contaminagdo elevada dos queijos por este tipo de bactéria sugere, mais uma
vez, falhas na aplicacdo de BPF e dos controles antipragas dos laticinios, podendo ser
observada presenca de moscas nos ambientes.

O Queijo Minas Frescal A apresentou reducdo acentuada do ndmero de
Coliformes Termotolerantes durante os dez dias de armazenamento, enquanto para o
queijo B, este nimero permaneceu constante. A redu¢do da populacdo de Coliformes
Termotolerantes no Queijo A durante os dez dias de andlise, Figura 10, pode ter
ocorrido por fendmenos comuns no processo de maturagdo. Estes fendmenos estdo
relacionados com a acidificagao do meio durante o shelf life dos queijos ou ainda com a

redugdo de nutrientes.
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FIGURA 10 - Correlagao linear entre aumento de dcido lactico e redugao da populacao
de Coliformes Termotolerantes do queijo A durante dez dias de armazenamento a 4°C.

Melo et al. (2013) também observaram diminui¢cdo da populag¢dao de Coliformes
com o aumento da acidez do queijo Artesanal Serrano durante 30 dias de maturacio,

indicando possivel influéncia do pH no desenvolvimento microbiano.
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3. Anilise da Agua Utilizada nos Laticinios

Os resultados encontrados para Coliformes Totais e Termotolerantes na dgua dos
laticinios A e B foram inferiores a 3 UFC/g, considerada potdvel, conforme Portaria n°
2914 da ANVISA de 2011.

A 4gua € um item essencial para limpeza e higienizacdo dos utensilios utilizados
nos laticinios, exercendo papel importante no resultado final da qualidade e seguranca
dos produtos lacteos (RANGEL et al., 2015; KAMIYAMA; OTENIO, 2013).

Moura et al. (2012) fizeram um acompanhamento da dgua de abastecimento
publico utilizada em dois laticinios e concluiram que a dgua da estagdo de tratamento
era de boa qualidade e que a elevada presenca de Coliformes Totais e Termotolerantes
encontrada na dgua dos laticinios era devida a uma possivel contamina¢do dentro das
industrias.

Os resultados das anédlises da dgua utilizada nos laticinios evidenciam que ela
nio é o elemento que influencia negativamente na qualidade dos queijos e que ha
problemas de controle higi€nico-sanitdrio na manipulacdo dos queijos e/ou falhas na

pasteurizacdo do leite.



CONCLUSAO

Os Queijos Minas Frescal Artesanal e Industrial apresentam caracteristicas
fisico-quimicas diferentes durante o shel flife e ndo atendem a legislacdo brasileira
quanto ao teor de gordura, sendo classificados como de muita alta umidade e alta
umidade, respectivamente.

Os Certificados de Inspecao Municipal e Estadual nao garantem a qualidade
microbioldgica dos produtos, indicando deficiéncia da ferramenta Boas Préticas de
Fabricacdo e/ou pasteurizacao do leite, com queijos improprios para 0 consumo.

A matéria-prima utilizada para producdo dos queijos ndo é adequada pela
elevada CCS no leite utilizado para fabricacdo do Queijo Minas Frescal Artesanal e
Industrializado, e pela elevada CBT no leite utilizado para produ¢do do Queijo Minas

Frescal Industrializado.
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