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RESUMO

O efeito da concentracdo do leite por ultrafiltracdo na composicéo e proteédlise do queijo Minas Frescal de baixo teor de gordura durante
o armazenamento refrigerado foi determinado. Trés bateladas de queijo foram processadas em um dia, usando leite ultrafiltrado a trés
diferentes fatores de concentracéo (FC): 2:1, 3:1 e 4:1. A fabricacdo dos queijos foi realizada em duplicata. A evolucéo da protedlise foi
acompanhada através da determinacao do pH, acidez titulavel e indices de protedlise nos dias 2, 10, 20 e 30 apos a fabricacao. Os fatores
de concentracéo testados ndo afetaram significativamente a composicao e a protedlise do queijo. Para todos os queijos, o pH diminuiu
com o tempo, enquanto a acidez e os indices de extensao e profundidade de proteélise aumentaram. Portanto, a inclusédo de proteinas do
soro pela ultrafiltracdo néo inibiu a acdo proteolitica do coagulante. Para a faixa de FC estudada, os efeitos negativos associados ao
aumento do teor de umidade dos queijos (maior intensidade de glicélise e proteélise e maior suscetibilidade a microrganismos contami-
nantes) predominaram sobre as potenciais vantagens tecnolégicas do uso da técnica de ultrafiltracdo. Em funcao disso, observou-se uma
tendéncia de diminuicdo da vida 1til desses queijos, em relacdo aos queijos fabricados pelo método tradicional.

Palavras-chave: queijo Minas Frescal; tecnologia de membranas; produto “light”; protedlise.

SUMMARY

EFFECT OF RETENTATE CONCENTRATION FACTOR IN THE COMPOSITION AND PROTEOLYSIS OF LOW FAT ‘MINAS FRESCAL’ CHEESE
MADE BY ULTRAFILTRATION. The effect of milk concentration by ultrafiltration on the chemical composition and proteolysis of low fat
Minas Frescal cheese during refrigerated storage was determined. Three batches of cheese were made in one day using milk concentrated
by ultrafiltration at three different concentration factors (CF): 2:1, 3:1 and 4:1. Cheese making was replicated on a different day. Protein
breakdown, as well as pH and titratable acidity changes, were monitored during cheese storage for 2, 10, 20 and 30 days. It was observed
that pH decreased with time, while titratable acidity and protein breakdown increased. The different concentration factors tested did not
significantly change cheese composition and proteolysis, which means that the inclusion of whey proteins did not inhibit rennet proteolytic
activity as expected. This leads us to believe that potential advantages associated with the use of ultrafiltration retentates in cheesemaking
were compensated by negative effects related to the high humidity level of low fat cheese made from ultrafiltration retentates. Consequently,

the shelf-life of this typically Brazilian cheese was lower than that of cheese made by conventional procedures.
Keywords: fresh cheese; membrane technology; light food; proteolysis.

1 - INTRODUCAO

Queijos com baixo teor de gordura se caracterizam
por apresentar rendimento menor, textura mais dura e
problemas de acidez e sabor amargo quando compara-
dos aos queijos tradicionais [5, 13].

A técnica de ultrafiltracdo representa uma das me-
lhores alternativas para aumentar o rendimento e me-
lhorar a textura e o sabor de queijos produzidos a partir
de leite desnatado em relacdo aos queijos fabricados
pelo método convencional [13]. A melhoria da qualidade
do queijo ocorre fundamentalmente em funcédo do de-
créscimo do teor de lactose, o que resulta em um maior
controle da taxa de acidificacdo, e da incorporacdo de
proteinas do soro, que aumentam a capacidade de re-
tencao de agua do queijo, tornando-o mais macio [16].
Além disso, as proteinas do soro nao desnaturadas sao
mais resistentes a acéo proteolitica de enzimas do coa-
lho e da cultura lactica, o que previne a formacao de
peptideos pequenos e hidrofébicos responsaveis pelo
desenvolvimento de sabor amargo [12].

A incorporacdo das soroproteinas afeta, ainda, a
protedlise primaria. A quebra da caseina diminui com o

aumento do fator de concentracdo, em virtude de
interacoes entre as proteinas do soro e enzimas
proteoliticas, especialmente a inibicao do coalho e da
plasmina pela b-lactoglobulina [3].

Em queijos ndao maturados, como o Minas Frescal,
os efeitos de diminuicdo da intensidade da protedlise e
de prevencéo da acidificacdo excessiva, promovidos pela
ultrafiltracdo, podem ser encarados como uma vanta-
gem, uma vez que contribuem para um potencial au-
mento da vida 1til do produto.

No presente trabalho, foi testado o efeito do uso de
leites concentrados a diferentes fatores de concentra-
cado (2:1, 3:1, 4:1) sobre a protedlise do queijo Minas
Frescal.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1. Ultrafiltracao do leite

Leite desnatado pasteurizado, proveniente da Coo-
perativa dos Produtores de Leite de Campinas (CPLC),
foi aquecido a 55°C e posteriormente concentrado, por
ultrafiltracdo, em sistema dotado de membrana “hollow
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fiber” de polissulfona, marca Romiconé , com peso mo-
lecular de corte de 10.000Daltons, area superficial de
1,4m?, pressdo transmembrana de 1,5kgf/cm?, até ob-
tencado de retentado com FC igual a 4:1. A partir deste
retentado, foram feitas diluicoes, através da adicdo de
permeado, para a obtencédo dos retentados com FC 3:1
e 2:1.

O fator de concentracao (FC) foi calculado conforme
a equacéo abaixo:

FC= massa de leite (kg) (1)

massa de leite (kg) — massa de permeado (kg)

Esse calculo, no entanto, esta sujeito a uma série
de erros, em virtude da dificuldade de determinar a
quantidade exata de permeado. Portanto, o FC foi recal-
culado com base no fator de concentracdo da gordura,
dado por:

FC =Teor de gordura no retentado (%) @)
Teor de gordura no leite (%)

uma vez que a gordura é o Unico componente do leite
totalmente retido pela membrana, ou seja, apresenta
um coeficiente de retencao de 100%.

2.2. Fabricacao do queijo

Leites concentrados a FC 2:1, 3:1 e 4:1 foram resfri-
ados a 32°C e transferidos para os tanques de fabrica-
cdo. A cada tanque, adicionou-se 0,025% de acido latico
em relacdo a quantidade de leite inicial (16 litros). O
acido lactico concentrado a 85% (marca Chemco) foi pre-
viamente diluido em agua destilada a 2,5%, para preve-
nir a precipitacdo de proteina. Para a coagulacao, foi
utilizado coalho bovino Bela Vistad , da Fabrica de Coa-
lhos e Coagulantes Bela Vista Produtos Enzimaticos
Industria e Comércio Ltda., em quantidade suficiente
para coagular 16 litros de leite em 40 minutos.

A coagulacdo dos retentados ocorreu em 10 minu-
tos. Ao final deste intervalo de tempo, a massa foi corta-
da em cubos de cerca de 1,5cm de diametro e procedeu-
se a mexedura, durante 30 minutos. Em seguida, foram
realizadas as etapas de dessoragem, salga na massa (adi-
cao de 2% de sal, marca Cisneé ) e enformagem. Os quei-
jos foram deixados nas formas por 1h, sendo entdo em-
balados em potes plasticos de 500g, e pesados. Para cada
tratamento foram conduzidas duas repeticoes.

2.3. Composicao quimica

Foram determinados o pH, pelo método potencio-
meétrico, e a acidez titulavel do leite desnatado, dos re-
tentados e dos queijos [15]. Os teores de sélidos totais
do leite desnatado, dos retentados e dos queijos foram
determinados gravimetricamente, em estufa de circula-
cao forcada, a 100°C por 24 horas, segundo o método
AOAC 925.23 [1]. A porcentagem de cinzas para as
amostras de queijo e leite foi determinada por incinera-
cao em mufla a 550°C, conforme o método AOAC 935.42
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[1]. Para a quantificacdo da gordura nas amostras de
leite, retentado e queijo foi utilizado o método de extra-
cao etérea de Monjonnier, segundo AOAC 989.05 [1].
Os teores de nitrogénio total [10], nitrogénio ndo caséico
[2] e nitrogénio ndo protéico AOAC 991.21 [1] foram
determinados pelo método de Kjeldahl, sendo os valo-
res de nitrogénio multiplicados por 6,38 para obtencao
dos valores equivalentes de proteina. O teor de sal do
queijo foi determinado pelo método de Volhard [17]. To-
das as analises foram realizadas em triplicata.

2.4. Protedlise

Extensdo de Protedlise: A extensdo de protedlise foi
expressa como porcentagem do teor de nitrogénio total,
segundo a equacao 3:

Extensao = (% nitrogénio soltivel a pH 4.6) x 100 (3)

% nitrogénio total

Profundidade de Protedlise: A profundidade de
protedlise foi expressa como porcentagem do teor de
nitrogénio total, de acordo com a equacéao 4:

Profundidade = (% nitrogénio solivel em TCA 12%) x 100 @)

% nitrogénio total

onde: TCA = acido tricloroacético.

2.5. Planejamento experimental e analise estatistica
dos resultados

O delineamento experimental foi do tipo aleatorizado
em blocos. O fator estudado foi o fator de concentracao
do leite (T), nos niveis 2:1, 3:1 e 4:1. Esses trés trata-
mentos foram realizados em duplicata.

Os resultados foram analisados através de Analise
de Variancia (ANOVA), utilizando-se o teste de Tukey
para verificar diferencas entre as médias.

Para a avaliacdo do pH, da acidez e da protedlise, foi
adotado um delineamento do tipo split-splot, sendo que
a sub-parcela foi obtida pela incorporacéo do fator tem-
po de armazenamento refrigerado (t). As analises de pH,
acidez e proteodlise foram realizadas nos dias 2, 10, 20 e
30 de armazenamento refrigerado.

O teste de F-ANOVA foi usado para avaliar as dife-
rencas entre tratamentos, entre tempos e a interacao
tempo versus tratamento. Foi utilizado o teste de Tukey
de comparacoes multiplas para agrupar tratamentos e/
ou tempos com médias cujas diferencas nao foram es-
tatisticamente significativas.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Composicao quimica
3.1.1. Composicao do leite

Os valores de soélidos totais, gordura, proteina, cinzas,
pH e acidez, relativos aos leites utilizados na obtencéo dos
retentados 2:1, 3:1 e 4:1, sdo apresentados na Tabela 1.
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3.1.2. Composicao dos retentados

Os valores de soélidos totais, gordura, proteina,
caseina, NNP, caseina/gordura, pH e acidez, relativos
aos retentados utilizados na fabricacdo dos queijos, sédo
apresentados na Tabela 2.

TABELA 1. Média (n=2) da composic¢éao do leite desnatado utili-
zado na obtencao dos retentados 2:1, 3:1 e 4:1

Componente
Extrato Seco Total — EST (%) 8,76
Gordura (%) 0,44
Proteina Total (%) 3,26
Cinzas (%) 0,66
pH 6,69

Acidez (°Dornic) 16,22

Os teores de NNP, caseina/gordura, pH e acidez dos
diferentes retentados néo apresentaram diferencas es-
tatisticamente significativas (p>0,05).

Os teores de gordura, soélidos totais, proteina e
caseina dos retentados 2:1, 3:1 e 4:1 apresentaram ten-
déncia de aumento com o aumento do fator de concen-
tracdo. Esse resultado ja era esperado, uma vez que a
membrana de ultrafiltracao retém componentes de alto
peso molecular, como proteina e gordura [9,11].

Em relacéo a acidez titulavel, foi observada uma ten-
déncia de aumento com o aumento do FC. Esse aumen-
to é funcao da incorporacao de proteinas do soro, o que
aumenta a acidez aparente dos retentados e resulta em
aumento do poder tamponante [14]. O aumento da ca-
pacidade tampao é claramente evidenciado pelo fato de
que, apesar da acidez aumentar com o aumento do FC,
o pH permanece praticamente inalterado para todos os
retentados, independente da concentracédo.

TABELA 2. Média (n=2) da composi¢ao dos retentados usados
na fabricagao dos queijos

Componente Retentados

FC2:1 FC3:1 FC4:1
EST? (%) 14,28° 18,65° 23,15°
Gordura (%) 0,90 1,282 1,822
Proteina (%) 8,23° 11,04° 15,922
Caseina (%) 7,52° 10,01° 14,517
NNP? (%) 0,025° 0,032° 0,042%
cIG® 8,36% 8,52% 7,972
pH 6,512 6,512 6,53
Acidez (°Dornic) 38,07% 51,442 60,04%

!Extrato Seco Total

2Contetido de nitrogénio nao-protéico

*Relacao caseina/gordura

Obs.: Médias com letras iguais, na mesma linha, nédo diferem significativamente
entre si (p>0,05)

3.1.3. Composicao dos queijos

Os valores de umidade, gordura, gordura em base
seca, proteina, NNP, caseina, cinzas, sal, sal/umidade,
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pH e acidez, relativos aos queijos obtidos a partir dos
retentados 2:1, 3:1 e 4:1, sao apresentados na Tabela
3. Os dados séo referentes aos queijos apos dois dias de
fabricacao.

Estatisticamente, nao houve diferenca significativa
(p>0,05) entre a composicao dos diferentes queijos. En-
tretanto, pode ser observado que os teores de gordura e
proteina tendem a aumentar com o aumento do fator de
concentracao.

Todos os queijos apresentaram teores de umidade e
proteina superiores aos de um queijo Minas Frescal tra-
dicional. O teor de umidade de um queijo Minas Frescal
tradicional varia entre 55 e 58% [7], enquanto o teor de
proteina varia de 16 a 21% [19]. Esse resultado € fun-
cao da incorporacdo de proteinas do soro pela
ultrafiltracdo, o que aumentou a capacidade de reten-
cao de agua e diminuiu a dessoragem do queijo [16].

TABELA 3. Média (n=2) da composi¢do dos queijos obtidos a
partir dos retentados FC2:1, FC3:1 e FC4:1 (ap6s dois dias
de fabricacao)

Componente Queijos

FC2:1 FC3:1 FC4:1
Umidade (%) 67,85 65,92 65,547
Gordura (%) 2,722 2,83 3,00%
GBS! 8,46% 8,30% 8,712
Proteina (%) 22,057 23,92° 24,017
Caseina (%) 20,607 22,47° 22,007
NNP? (%) 0,094% 0,114% 0,144%
Cinzas (%) 3,422 4,03 3,942
Sal (%) 1,40° 1,54 1,35°
Su? 2,06 2,342 2,06
pH 6,45 6,44° 6,45
Acidez (% &cido lactico) 0,16% 0,172 0,17%

!GBS = Gordura em base seca

2NNP = Conteudo de nitrogénio nao-protéico

3S/U = Relacao sal/umidade

Obs.: Médias com letras iguais, na mesma linha, nédo diferem significativamente
entre si (p>0,05)

3.2. Evolucao do pH e acidez

A Tabela 4 apresenta a analise estatistica da
acidificacdo do queijo durante o armazenamento refri-
gerado (6-7°C).

TABELA 4. Quadrado médio e probabilidades para valores de
pH e acidez titulavel do queijo durante os 30 dias de armaze-
namento refrigerado (6-7°C)

Fatores Acidez Titulavel pH
GL QM p QM p
Tratamentos (T) 2 0,000517 0,185 0,000904 0,420
Erro(T) 2 0,000117 0,000654
Tempo (t) 3 0,085522 0,000 0,040315 0,000
Interagdo (T*t) 6 0,001006 0,204 0,001915 0,306
Erro(T*t) 6 0,000494 0,001243

GL=Graus de liberdade; QM=Quadrado médio; p=Probabilidade

As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, a evo-
lucao da acidez titulavel e do pH durante os 30 dias de
armazenamento refrigerado (6-7°C).
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O fator de concentracédo néao influenciou significati-
vamente o pH (p=0,420) e a acidez (p=0,185) dos quei-
jos (Tabela 4). Por outro lado, tanto acidez como pH so-
freram alteracdoes estatisticamente significativas
(p=0,000) com o tempo. Como pode ser observado na
Figura 1, para todos os queijos a acidez titulavel au-
mentou durante os 30 dias de armazenamento refrige-
rado. A evolucgdo da acidez foi acompanhada pela redu-
cao correspondente do pH (Figura 2).

As variacoes de pH e acidez estdo diretamente liga-
das a degradacao da lactose residual do queijo Minas
Frescal. Como o queijo foi fabricado sem a adicdo de
fermento lactico, a glicélise resultante deve ser resulta-
do do crescimento da flora natural do leite resistente a
pasteurizacao [18] ou de microrganismos contaminan-
tes. Os valores de acidez nos 2 primeiros dias foram
proximos aos encontrados por CAMPOS [4] para quei-
jos Minas Frescal fabricados por acidificacao direta, sem
o uso de ultrafiltracdo (em torno de 0,15% de acido
lactico). Ja apés o segundo dia de armazenamento refri-
gerado, o aumento da acidez titulavel foi comparativa-
mente maior que o observado por CAMPOS [4], e, ap6s
o dia 20, esse aumento foi ainda mais acentuado. No
trabalho realizado por CAMPOS [4], a acidez aumentou
de cerca de 0,15% de acido lactico no segundo dia para
cerca de 0,20% no vigésimo-segundo dia. O resultado
obtido em nosso experimento esta provavelmente rela-
cionado a atuacdo de microrganismos contaminantes,
ja que o maior teor de umidade dos queijos obtidos por
ultrafiltracdo os torna mais suscetiveis a contaminacéo.
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FIGURA 1. Evolucao da acidez titulavel durante a estocagem
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FIGURA 2. Evolucao do pH durante a estocagem

Em relacao ao pH, os valores encontrados foram muito
semelhantes aos encontrados por CAMPOS [4]. No tra-
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balho citado, o pH do queijo fabricado por acidificacao
direta variou de 6,4, no segundo dia, até cerca de 6,3, no
vigésimo-segundo dia. Em nosso experimento, o pH di-
minuiu com o tempo, acompanhando o aumento da aci-
dez titulavel. Apenas nos ultimos dias de armazenamen-
to refrigerado a queda foi mais brusca, fato que também
pode ser atribuido ao crescimento da flora contaminante.

3.3. Evolucao da protedlise

A Tabela 5 apresenta a analise estatistica dos niveis
de protedlise do queijo com o tempo.

TABELA 5. Quadrado médio e probabilidades para os indices de
protedlise dos queijos durante os 30 dias de armazenamento

refrigerado
Fatores NS (pH 4,6) NS (TCA 12%)
I GL QM p QM p
Tratamentos (T) 2 1,408 0,779 2,986 0,463
Erro(T) 2 4,969 2,573
Tempo (t) 3 194,955 0,000 25,209 0,000
Interagdo (T*t) 6 1,184 0,199 0,259 0,725
Erro(T*t) 6 0,572 0,432

GL=Graus de liberdade; QM=Quadrado médio; p=Probabilidade

3.3.1. Extensao da protedlise

A extensao é um fator indicativo da protedlise pri-
maria. Teoricamente, a incorporacdo das soroproteinas
afeta a protedlise primaria da caseina, que tende a di-
minuir com o aumento do fator de concentracido, em
virtude da inibicdo do coalho e da plasmina pela b-
lactoglobulina [3]. No entanto, diferencas no fator de
concentracao nao influenciaram significativamente a
extensdo da protedlise do Minas Frescal (p=0,779), como
pode ser observado na Tabela 5.

A evolucao dos indices de extensao de protedlise dos
queijos fabricados com diferentes fatores de concentra-
cao, durante os 30 dias de armazenamento refrigerado,
é apresentada na Figura 3. Para todos os tratamentos,
houve um aumento significativo nos indices de nitrogé-
nio soluvel a pH 4,6 (%NS (pH 4,6)/NT) com o tempo
(p=0,000).
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FIGURA 3. Evolucao dos indices de extensao de protedlise du-
rante a estocagem

Os altos niveis de nitrogénio soltivel a pH 4,6 en-
contrados devem estar relacionados a alta umidade dos
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queijos obtidos a partir dos retentados de ultrafiltracao
(em torno de 65%). Maiores teores de agua favorecem
as reacOes enzimaticas, entre elas a acao hidrolitica da
quimosina, que é o principal responsavel pela protedlise
primaria no queijo Minas.

3.3.2. Profundidade de protedlise

A profundidade de protedlise esta relacionada a pre-
senca de enzimas proteoliticas de microrganismos, que
hidrolisam os peptideos resultantes da acédo do coalho e
da plasmina sobre as caseinas [6]. Como os queijos fo-
ram fabricados sem a adicdo de fermento lactico, a
protedlise secundaria ocorre fundamentalmente em fun-
cao da presenca de microrganismos contaminantes ou
resistentes a pasteurizacao.

A evolucéo dos indices de profundidade de protedlise
durante a estocagem refrigerada é apresentada na Figu-
ra 4. Diferencas no fator de concentracdo nao influencia-
ram a profundidade da protedlise (p=0,463). Entretanto,
para todos os tratamentos, houve um aumento significa-
tivo nos indices de profundidade de protedlise (%NS(TCA
12%)/NT) com o tempo (p=0,000), durante os 30 dias de
armazenamento refrigerado. Esse aumento deve estar re-
lacionado a atuacdo de enzimas provenientes de micror-
ganismos contaminantes, que se desenvolveram em fun-
céo do alto teor de umidade dos queijos. A alta umidade
torna os queijos mais suscetiveis a contaminacao [13].
De fato, foi observado o crescimento de bolores e levedu-
ras nos queijos, em especial nos ultimos 10 dias. Esses
microrganismos podem ter liberado enzimas proteoliticas
que, atuando junto com o coalho residual, aumentaram
a intensidade da protedlise.

A alta atividade da flora contaminante pode estar re-
lacionada, também, ao aumento da capacidade tampao
dos queijos obtidos por ultrafiltracdo, que evita quedas
acentuadas de pH, mesmo quando o teor de acido lactico
é relativamente alto. Com isso, durante praticamente toda
a vida-de-prateleira, o pH dos queijos permanece na fai-
xa 6tima para o desenvolvimento microbiano.

Comparando os valores do indice de profundidade
de protedlise obtidos com os valores encontrados por
CAMPOS [4] para queijo Minas Frescal fabricado por
acidificacdo direta sem o uso da ultrafiltracdo, foi ob-
servado que o aumento na profundidade da protedlise
ao longo do tempo foi muito mais acentuado nos queijos
produzidos a partir dos concentrados de ultrafiltracao.
No trabalho citado, os valores do indice de profundida-
de de protedlise aumentaram de 1,2%, no segundo dia,
para cerca de 2,4%, no vigésimo-segundo dia. Em nos-
so experimento, o aumento no indice de profundidade
de protedlise, para todos os queijos, foi bem mais ex-
pressivo, como mostra a Figura 4.

FURTADO & PARTRIDGE [8], trabalhando com quei-
jos frescos, também encontraram valores maiores de
extensao e profundidade de protedlise nos queijos fa-
bricados a partir de retentados de ultrafiltracdo, em com-
paracéo com aqueles obtidos pelo processo tradicional.

Neste experimento, o alto teor de umidade dos quei-
jos os torna mais suscetiveis & contaminacéo, favore-
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cendo a protedlise secundaria. Em funcéo do alto con-
tetido de agua, o esperado efeito de inibicao da protedlise
pelas soroproteinas ou a sua resisténcia a acao
proteolitica do coalho foi suplantado(a) pela aceleracao
da proteélise.
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6,50 /4F
5,50 /

—e— Queijo FC2
4,50 4 !
3,50 4
2,50

—m— Queijo FC3
T T T

—a— Queijo FC4

(%NS(TCA12%)/%NT)x100

0 10 20 30

Tempo (dias)

FIGURA 4. Evolucao dos indices de profundidade de protedlise
durante a estocagem

4 - CONCLUSOES

O fator de concentracdo (FC) néo afetou significati-
vamente a acidez, o pH e a protedlise de queijos Minas
Frescal produzidos a partir de retentados de
ultrafiltracdo (UF) concentrados a FC 2:1, 3:1 e 4:1.
Portanto, a inclusdo de proteinas do soro pela
ultrafiltracdo néao inibiu, como esperado, a acao
proteolitica do coagulante. Esse resultado esta prova-
velmente relacionado ao alto teor de umidade dos quei-
jos obtidos neste experimento. Para a faixa de FC estu-
dada, os efeitos negativos associados ao alto teor de
umidade dos queijos (como aumento da intensidade de
glicolise e protedlise e maior suscetibilidade ao cresci-
mento de microrganismos contaminantes) predomina-
ram sobre as potenciais vantagens tecnoldgicas do uso
da técnica de ultrafiltracdo, o que resulta na diminui-
cao da vida 1util destes queijos.
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