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RESUMO

Neste trabalho foi estudada a introdugao da técnica de congelacao no processamento de
queijo de leite cru de ovelha de pasta semi-mole amanteigada, e.g. queijo Serpa. O
estudo integrou a monitoriza¢ao das propriedades fisico-quimicas e estruturais ao longo
da cura e a optimizagdo das variaveis envolvidas no processo de congelagdo: 1) periodo
de cura Optimo para congelar, 28, 35, e 42 dias; ii) tipo de congelacdo, lenta em camara
de congelacdo a -20 °C e rapida em tunel de congelacao a -30 °C; iii) temperatura de
congelagdo, -10 °C e -20 °C; e iv) tempo de congelagdo, de 2 a 12 meses. A partir da
evolucdo dos espectros mecanicos e dos texturogramas obtidos ao longo da cura,
observou-se o esperado amolecimento na pasta dos queijos, coincidindo com uma
redu¢do no pH e um aumento das fracgdes azotadas indicadoras de protedlise. Foi
estabelecido um modelo para estimar o tempo de cura do queijo Serpa, a partir de
parametros reoldgicos, fisicos e quimicos, utilizando uma regressdo linear multipla
(RLM), com um erro estimado de 1,74 dias. Os resultados demonstraram que € possivel
a congelacdo deste tipo de queijo a uma temperatura de -20 °C, por periodos nao
superiores a 6 meses, com preservagdo das suas caracteristicas especificas. Verificou-se
ainda que o tipo de congelacdo (cAmara ou tinel de congelagdo) ndo influencia as
propriedades do queijo e que o tempo de cura dptimo para a introducao da congelacao

foi 0 mais longo que foi testado (42 dias).

Palavras-chave: Queijo Serpa, ovelha, cura, congelagdo, reologia, estrutura.



Introduction of Freezing on the Production of Ewe’s Milk Cheese

ABSTRACT

The present thesis was performed to study the introduction of freezing on the production
of raw ewe’s milk semi-soft cheese, e.g. Serpa cheese. The study has integrated the
monitoring of physico-chemical and structural properties during ripening and the
optimisation of parameters related to the freezing process: i) the optimum stage of
ripening to perform the freezing, 28, 35, and 42 days; ii) type of freezing, slow freezing
in a normal -20 °C freezer and fast freezing in a forced convection -30 °C ultra-freezing;
1i1) freezing temperature, -10 °C and -20 °C; and iv) frozen storage period, from 2 to 12
months. From the mechanical spectra and the texturogram evolution during ripening, it
was possible to observe a predictable softening of the cheese core, concomitant to a pH
reduction and an augment of the nitrogen fractions, considered as proteolysis indicators.
A model to estimate Serpa cheese ripening time was established, considering
rheological, physical and chemical parameters, using multiple linear regression (MLR),
with an estimation error of 1,74 days. The results have evidenced that it is possible the
frozen storage of this type of cheese at —20 °C, for periods no longer than 6 months,
with the preservation of its specific characteristics. Moreover, it was possible to
ascertain that the type of freezing (fast or slow) does not influence the cheese properties,
and that the best stage of ripening to introduce the freezing was the longest that was

tested (42 days).

Keywords: Serpa cheese, ewe, rheology, ripening, freezing, structure.
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Capitulo 1 — Enquadramento do trabalho e objectivos

CAPITULO 1 — ENQUADRAMENTO DO TRABALHO E OBJECTIVOS

Em Portugal existe um grupo de queijos de ovelha de pasta semi-mole, amanteigada,
produzidos a partir de leite cru e coagulados com extracto aquoso de flor de cardo,
Cynara cardunculus L.. Estes queijos tém caracteristicas de textura e “flavour” Unicas,
de grande valor comercial, salvaguardadas pela protec¢do da denominagdo de origem

protegida (DOP).

No fabrico dos queijos de ovelha com DOP, ndo ¢ permitido a congelacao do produto
final. Sob o ponto de vista econdmico, esta ¢ uma limitagdo importante na produgdo e
comercializacdo destes produtos (e.g. nos picos de produgdo ha pressdes sobre os
produtores no sentido de os levar a baixar o pre¢o). A introdugdo da congelacao leva a
possibilidade de diluicao dos picos de producdo e a sincronizagdo entre a oferta e a
procura, o que permitira aumentar a competitividade das empresas. Para além disso, ha
um aspecto importante a ter em conta nos circuitos de comercializag¢do, principalmente
quando envolvem grandes distancias como no caso da exportagdo do produto: a
congelagdo pode evitar os exigentes cuidados de manutengdo do queijo que se verificam

quando se usa a refrigeragdo (Alvarenga et al., 2003; Alvarenga et al., 2004).

Paralelamente considera-se que, no futuro, se deve agir de forma a alcangar,
progressivamente, uma posi¢do no mercado da exportacdo, em condigdes competitivas.
Decerto que esta competicdo exige qualidade ao produto, apoiada em tecnologias
actualizadas, avaliada segundo indices adequados e compativeis com as praticas e
técnicas utilizadas. E, por isso, necessario o estudo das tecnologias de conservagio na
producao do queijo, a que se atribui cardcter prioritario, uma vez que se deve acautelar a
minimizagdo dos danos desta tecnologia nas caracteristicas texturais e sensoriais dum

produto que possui identidade propria.

O enquadramento s6cio-econémico das unidades onde se produzem estes queijos tem
caracteristicas comuns, que devem ser equacionadas nas propostas de investiga¢dao e
desenvolvimento tecnologico nesta area: (1) a producao existente de leite de ovelha ¢
sazonal, com flutuacdes ao longo do ano, sendo méaxima no Inverno e Primavera e
muito reduzida no Verao e Outono; (2) também ha flutuagdes bastante acentuadas na
procura, havendo uma forte concentragdo no periodo de Natal; (3) existe desconfianga
nalguns consumidores, pelo facto de estes queijos serem produzidos com leite cru de

ovelha, dificultando os processos de exportagdo; (4) o periodo de comercializagdo
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Capitulo 1 — Enquadramento do trabalho e objectivos

destes queijos ¢ muito reduzido, se considerarmos a optimizagdo da textura e¢ do
“flavour”; (5) durante este periodo, caso as condi¢des de armazenamento ndo sejam as
adequadas, pode haver necessidade de manutencao do produto, como por exemplo
lavagens para limpar bolores ¢ (6) a maioria das unidades de produc¢dao sdo micro-

empresas, localizadas num contexto social deprimido e adverso ao associativismo.

E importante aumentar a competitividade destas unidades, pelo que devem ser
resolvidas algumas destas questdes. No que se refere as flutuagdes sazonais da procura e
da oferta, existem dois caminhos: a sincronizacdo dos partos e a utilizacdo de
tecnologias de conservacdo. Embora hajam experiéncias de sincronizacdo — mais
conhecidas em unidades de producdo de queijo com rebanhos proprios — a
implementagao tem sido dificil por diferentes motivos: aptidao mista (leite e carne) da
maioria dos rebanhos e o facto de nalgumas regidoes de produgdo existir muito calor no

Verao, dificultando a recolha transporte e conservagao do leite.

Os processos de producdo de queijos artesanais tém sofrido algumas modificacdes e,
muitas delas, ndo tém sido motivo de avaliagdo no que se refere ao impacto na
especificidade e na qualidade do produto. Entre outras, podem-se apontar a introdugao
de racas importadas, de técnicas de conservagdo de leite, de prensagem, de cura em
atmosfera controlada e do uso do ago inoxidavel. Sem por em causa a importancia da
introducao de algumas dessas técnicas, nao se deve deixar de referir que, por vezes,
foram introduzidas de uma forma empirica, sem respeitar as caracteristicas distintivas
destes produtos, promovendo uma uniformizagdo indesejada das propriedades entre os

diferentes queijos.

Tomando como exemplo um dos queijos deste grupo — queijo Serpa — pretendeu-se com
este trabalho resolver algumas destas dificuldades, no sentido de contribuir para o
aumento da competitividade destas pequenas unidades. Para isso, o estudo efectuado

teve por base dois objectivos principais.

O primeiro inseriu-se na area do desenvolvimento cientifico e teve como objectivo
ampliar o conhecimento relacionado com os fendmenos que ocorrem durante a cura do
queijo Serpa. Foi dado especial relevo aos mecanismos bioquimicos responsaveis pelo

amolecimento da estrutura destes queijos.

O segundo, na area do desenvolvimento tecnologico, teve como objectivo estudar a

introducdao de uma tecnologia de conservagdo. Dividiu-se em duas fases: na fase inicial
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pretendeu-se optimizar o processo de congelacdo, no sentido de fixar as condi¢des
operativas, necessarias a minimiza¢ao dos danos nas propriedades fisicas e quimicas do
queijo. Para isso estudou-se: (a) a fase da cura em que se deve aplicar o processo, (b) as
condigdes de arrefecimento e (c) a temperatura de conservagdo. Com estas condigdes
fixadas, passou-se a fase seguinte em que se estudou a influéncia do tempo de
armazenamento dos queijos no estado congelado, nas propriedades referidas

anteriormente e no perfil sensorial.

O trabalho pratico foi organizado em 3 ensaios distribuidos por 3 anos (2004-2007).
Esta dimensdo temporal elevada deveu-se ao facto de os ensaios de congelacdo serem
longos (cerca de um ano cada) e de o delineamento experimental do terceiro ensaio estar
dependente dos resultados do segundo. As amostras utilizadas tiveram origem em duas
queijarias detentoras de DOP. O trabalho experimental foi realizado no Laboratério de
Fisica e Reologia Alimentar do Instituto Superior de Agronomia e nos Laboratdrios de
Lacticinios, Reologia Alimentar e Andlise Sensorial da Escola Superior Agraria do

Instituto Politécnico de Beja.

Esta dissertagdo compreende um capitulo inicial com consideragdes tedricas, em que se
abordam, essencialmente, aspectos relacionados com a produgdo, maturagdo,
propriedades do queijo e do modo como a congelagao os pode influenciar. Segue-se um
capitulo onde se descrevem as técnicas laboratoriais usadas para a caracterizacdo das

amostras em ambos 0s ensaios.

A parte central da dissertagdo compreende os capitulos 4, 5 e 6, que incluem o
desenvolvimento dos ensaios praticos, respectivamente “monitorizagdo da evolugdo das
propriedades estruturais do queijo ao longo da maturacao” (ensaio 1), “optimizagao de
variaveis de congelacdo de queijo de ovelha de pasta semi-mole” (ensaio 2) e
“influéncia do tempo de congelagdo nas propriedades do queijo de ovelha de pasta
semi-mole” (ensaio 3). Todos estes 3 capitulos tém uma organizacio quase
independente, no sentido de, ao leitor, se bastarem a si mesmos. Os resultados do ensaio
1 foram publicados na revista “Journal of Dairy Research” da editora “Cambridge

University Press”, que se apresenta em anexo.

Por fim, existe um capitulo de conclusdes gerais, em que se enunciam as possiveis
contribuigdes da tese para o desenvolvimento tecnoldgico nesta area e se apresentam os

caminhos de trabalhos futuros.
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CAPITULO 2 — CONSIDERACOES TEORICAS

Nas regides mediterranicas, os rebanhos de ovelha sdo abundantes e extensamente
distribuidos (Freitas e Malcata, 1996; Marcos e Esterban, 1999). Alguns queijos
Portugueses, Espanhois, Franceses e Italianos sdo obtidos a partir da coagulacao de leite
cru de ovelha com extractos aquosos da flor de algumas espécies de cardos do género
Cynara L. (Marcos e Esterban, 1999). A espécie Cynara cardunculus L. cresce
espontaneamente em terrenos marginais das zonas do mediterraneo ocidental, sudoeste
de Portugal, ilhas Candarias e Madeira (Férnandez-Salguero e Sanjuan, 1999) e é uma
das mais usadas na producdo de alguns queijos Portugueses com DOP, por exemplo,
Serpa, Serra da Estrela e de Azeitdao (Martins, 1999), bem como de alguns queijos

Espanhois, dos quais se destaca Los Pedroches, La Serena e Torta del Casar.

O queijo Serpa ¢ definido, no anexo II do Decreto Regulamentar n.° 39/87 (DR, 1987),
como queijo curado, de pasta semi-mole, amanteigada, com poucos ou nenhuns olhos,
obtida por esgotamento lento da coalhada apos coagulacao do leite cru de ovelha,
estreme, por ac¢cdo de uma infusao de cardo (C. cardunculus L.) e proveniente da regidao
demarcada, que engloba uma grande parte do Baixo Alentejo. O teor de humidade
referido ao queijo isento de gordura varia entre 61% e 69%, o teor de gordura referido
ao residuo seco entre 45% e 60% e o coeficiente de maturacdo minimo ¢ de 45%
(percentagem de azoto soluvel em relagdo ao azoto total). A tecnologia de produgao
deste queijo encontra-se descrita nalguns estudos (Alvarenga, 2000; Canada, 2001;
Roseiro et al., 2003c). Nao ha muitos trabalhos sobre este queijo, referenciados nas
bases bibliograficas consultadas (Science Direct, Blackwell-synergy, Scopus), bem
como nas revistas cientificas internacionais da especialidade. A caracterizacao do leite
utilizado na produgdo deste queijo também foi alvo de alguns trabalhos, principalmente
na ultima década (Carvalho, 1989; Martins, 1989; Alvarenga, 1995; Alvarenga et al.,
1996; Monteiro, 1998; Canada, 2001).

2.1 — Implicacdes quimicas e estruturais da transformacio de leite em queijo

2.1.1 — Estrutura da micela de caseina

Para entender a dinamica de coagulagdo, bem como os processos ocorridos durante a
cura, ¢ fundamental definir um modelo aceitavel para o comportamento das moléculas

de proteina bem como para as alteragdes que se vao verificando ao longo dos processos
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mais importantes durante a obtencdo do queijo: a coagulagdo, a sinérese ¢ a cura. As
moléculas de proteina encontram-se associadas em particulas que sdo conhecidas como
micelas de caseina e contém cerca de 80% da proteina do leite. A sua estrutura ¢
coloidal, a forma pode ser considerada esférica e sdo compostas por varias moléculas
agrupadas em diferentes tipos: asi-, Os2-, B-, € K-caseinas (Schmidt, 1982; Alais, 1985;

Dalgleish, 1999; Horne, 2002; Farrell Jr. et al., 2006).

Em todos os modelos de organizagao estrutural conhecidos, a K-caseina aparece na
superficie da micela e desempenha um papel fundamental na estabilidade do coldide
(Heth e Swaisgood, 1982; Schmidt, 1982; Dalgleish, 1999; Walstra, 1999a; Horne,
2006). Destes, o mais difundido foi proposto em 1982 por Schmidt e pode observar-se

na Figura 1.
Moléculas de w-cascina

.

Cenlro hidrolabico

nLigagao Cay(PO,)s

Figura 1 — Estrutura da micela de caseina (Schmidt, 1982).

As ags)-, 0sy-, B- e k-caseinas sdo fosforiladas nos residuos especificos do aminoacido
serina (Ser) e contém 8, 9—11, 5 e 1 grupos fosfato respectivamente (Farrell Jr. et al.,
2004). Os grupos fosfato sdo esterificados na forma de monoésteres de serina e, esta
associacao, tem a capacidade de se ligar fortemente aos catides polivalentes (Figura 2)
contribuindo para a neutralizagdo da carga (Pinho, 2003). Para as concentragdes de
proteina e cdlcio existentes na maior parte dos leites, as og;-, 0sp- € P-caseinas tém
tendéncia a precipitar a partir desta ligacdo, bem como da neutralizagdo da carga a ela

associada (Farrell Jr. ef al., 2004). No entanto, a k-caseina estabiliza as micelas assim
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formadas num estado coloidal estavel, devido ao seu comportamento simultaneamente

hidrofébico e hidrofilico, conferindo-lhe propriedades de superficie.

.. (| 7

3 m, .
| g
(101, T ),
[‘n
| ]
(3, a

 SSAWAR

Figura 2 — Ligacao fosfato de calcio (Alais, 1985).

O modelo assenta numa orientagdo sub-micelar, sendo o centro hidrofébico ocupado
pelas ag;-, asy- € B-caseinas, que se ligam entre si por ligacdes fosfato de célcio e as
sub-micelas exteriores sao mais ricas em k-caseinas, uma vez que estas tém
propriedades de superficie (Chakraborty e Basak, 2008). Quanto a existéncia de sub-
micelas subsistem algumas duavidas (Mellema et al., 2002), as quais t€ém motivado
estudos recentes para clarificar o mecanismo da ligacao (Walstra, 1999a; Dalgleish et

al., 2004).

Apesar destas diferencas, ha unanimidade quanto a importancia da ligacao fosfato de
calcio, uma vez que ¢ esta que permite ligar as diferentes caseinas sensiveis ao calcio
(Horne, 2006) e, em acréscimo, no modelo sub-micelar, esta ligagdo tem a
responsabilidade de unir os diferentes agregados (sub-micelas) entre elas. Devido ao seu
papel fundamental na estabilidade da estrutura da micela, esta ligacao tem sido alvo de

estudos recentes para clarificar o mecanismo de ligacao (Horne, 2003, 2006).

A estrutura da micela de caseina ¢ sensivel a factores externos, como por exemplo a
presenca de enzimas, o pH e a temperatura. Na seccdo seguinte, descreve-se o
mecanismo de actuacdo enzimatica, no sentido de destabilizar esta estrutura, durante o
processo de coagulagdo, no entanto, € essencial compreender a contribuicdo do pH. Em

estudos desenvolvidos no leite de cabra, Jaubert et al. (1999) mostraram que, a medida
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que o pH do leite vai descendo, entre 6,7 ¢ 5,9, observa-se uma dissociagdo de 40 a 50%
dos minerais da micela e uma solubilizacdo lenta das caseinas (entre 5 ¢ 20%,
dependendo da temperatura). Para valores de pH entre 5,9 ¢ 5,3, a dissociagdo mineral
continua e ¢ acompanhada por uma solubilizagdo extensiva das caseinas (principalmente
a P-caseina). Como consequéncia destes dois efeitos combinados, observa-se a
expansao da micela, aumento da porosidade e solvatacdo. Os fenomenos de solvatagado e
expansao sao mais evidentes a baixas temperaturas, porque as interac¢des hidrofobicas
nestas condi¢des sdo fracas. Para valores de pH inferiores a 5,3, préximos do ponto
isoeléctrico da caseina (pH 4,6), observa-se a esperada desmineralizacdo total e
precipitacdo da caseina. Todas estas observagdes sugerem uma reorganizacio extrema
da micela a pH préoximo de 5,3, acompanhada de um aumento dramatico das dimensoes

das caseinas e o inicio de uma nova fase de agregacao (Jaubert et al., 1999).

2.1.2 — Coagulacao

A coagulacdo enzimatica da proteina do leite ocorre em duas fases e pode ser efectuada
por meio de enzimas de origem animal, vegetal e microbiana (Alais, 1985; Macedo et

al., 1993; Macedo et al., 1996a; Esteves et al., 2003; Gunasekaren e Ak, 2003).

A primeira fase designa-se por enzimadtica e o coagulante promove um corte na liga¢ao
peptidica existente entre a posi¢do 105 e 106, constituida pelos aminoacidos
fenilananina e metionina da k-caseina (Phejgs-Metjo). A enzima que apresenta maior
especificidade para quebra desta liga¢dao, a quimosina, ¢ de origem animal. Esta ac¢ao
divide a k-caseina em dois residuos: o residuo glicomacropéptido (GMP), soluvel,
hidrofilico, constituido pelos aminoécidos 106-169, o qual fica no soro e o residuo para-
Kk-caseina, insoluvel, hidrofobico, constituido pelos aminodcidos 1-105, o qual
permanece ligado as ag;- € P-caseinas e, por ser altamente hidrofobico e alcalino,
conduz a destabilizacao das micelas (Alais, 1985; Dalgleish, 1999; Gunasekaren e Ak,
2003; Awad, 2007). O modelo, em corte, da micela de caseina, que se apresenta na
Figura 3, destaca a importancia do residuo GMP na estabilizagdo da sua estrutura. O
caracter hidrofilico do residuo GMP promove a sua disposi¢ao a superficie da micela,

conferindo-lhe um aspecto filamentoso (Walstra, 1999a).
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Figura 3 — Modelo em corte da micela de caseina (Walstra, 1999a).

A primeira ac¢do do agente coagulante ¢ a quebra da ligagdao que fixa o residuo GMP a
k-caseina (Phe;os-Met,o¢), separando-o da estrutura micelar, desestabilizando a micela e
obrigando-a ao inicio de uma nova ordem coloidal: a segunda fase da coagulagdo.
Apesar de haver uma grande semelhanca entre as enzimas de origem vegetal e animal
(quimosina), o facto ¢ que as enzimas de origem vegetal ndo t€ém um grau de
especificidade tdo grande para a ligagdo Phejos-Metjos da k-caseina. No entanto, sdao
mais proteoliticas e t€ém uma maior especificidade no que se refere a hidrolise das os- €

B-caseinas (Macedo et al., 1993, 1996b).

Na segunda fase da coagulacdo, as micelas modificadas tendem a agregar-se e a formar
uma rede, inicialmente débil, que vai aprisionando os glébulos de gordura, a agua e os
materiais soluveis em 4gua (Omar e El-Zayat, 1986; Lawrence et al, 1987). A
agregacdao corresponde a formacdo do gel pela associagdo de residuos de micela
modificados, e ¢ altamente dependente do pH, da temperatura, do conteido em célcio e
em caseina. Uma subida nestes trés ultimos factores provoca uma diminui¢do no tempo
de coagulagdo e um aumento na firmeza do gel (Lopez et al., 1998; Gunasekaren e Ak,
2003; St-Gelais e Hache, 2005; Sandra et al., 2007). A maioria dos autores ¢ unanime

relativamente & importancia decisiva das ligagcdes fosfato de calcio na agregagdo das
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micelas (Mellema et al., 2002; Pandey et al., 2003; Karlsson et al., 2007). O nimero
destas ligagdes aumenta com a concentragio de Ca’" no meio (Najera et al., 2003;
Awad, 2007) mas, por outro lado, diminui com o decréscimo do pH, pois o nivel de

fosfato de calcio coloidal decresce e este comeca a solubilizar a pH inferior a 5,8 (Le

Graét e Gaucheron, 1999; Lucey et al., 2003; Karlsson et al., 2007).

A agregacdo de micelas de caseina forma uma estrutura constituida por corddes com
cerca de trés unidades micelares de largura e dez de comprimento, alternados por alguns
nodulos de unidades micelares (Walstra, 1999b). Estes corddes comegam a crescer € a
ocupar o volume do recipiente e o gel comeca a formar-se (Green, 1999). A rede,
entretanto formada, ¢ irregular e tem bastantes poros de varios micrémetros de largura.
Posteriormente, as particulas comecam a agregar-se em cadeias cada vez maiores, que
comegam a ramificar e, por fim, formam a estrutura de gel assumida pela rede proteica

conhecida como coalhada (Walstra, 1999b).

Devido a natureza dos poros e a dindmica de formagdo das cadeias, a coalhada tem
tendéncia a contrair provocando a exsudagao do liquido. Este fenomeno ¢ conhecido por
sinérese (Alais, 1985; Walstra, 1999b; Mellema ef al., 2002; Gunasekaren e Ak, 2003) e
depende de varios factores como o tratamento térmico, a homogeneizagdo do leite, a
quantidade sais como cloreto de calcio e cloreto de sédio, a quantidade de agente
coagulante, a temperatura de coagulagao, o pH e o uso de praticas como corte ¢ lavagem
da coalhada (Walstra, 1999¢). O controlo da sinérese permite, aos produtores de queijo,
controlar a humidade final e a actividade da dgua (aw) da coalhada fresca e, assim,
exercer influéncia determinante na dindmica do processo de maturagdo. Como veremos
adiante (secc¢do 2.3.1.1 — Propriedades quimicas), durante a fase inicial da cura observa-
se um abaixamento do pH que fomenta o aumento da sinérese, devido a reajustes nas

ligacdes proteina-proteina no gel de caseina.

2.2 — Maturacao

A composicdo basica e estrutura da rede proteica sdo condicionadas pelas operagdes de
obten¢do da coalhada. Contudo, a maturacdo (ou cura) tem um papel fundamental no
desenvolvimento das caracteristicas individuais de cada queijo. Apesar de haver
algumas variedades de queijos que sdo consumidas frescas, a maioria sdo consumidas
apos um periodo de maturagdo que pode ir dos 30 dias até mais de dois anos (Fox et al.,

1999). Durante este periodo ocorrem trés eventos bioquimicos primarios: o
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metabolismo da lactose, o metabolismo das proteinas e o metabolismo dos lipidos,
conhecidos por glicolise, protedlise e lipolise, respectivamente. Estas reacgdes primarias
sdo as responsaveis pelas alteragdes ocorridas durante a cura que mais determinam a
textura e o desenvolvimento do “flavour” basico dos queijos. No entanto, numerosas
modificacdes secundarias ocorrem paralelamente e, ndo s6 sdo responsaveis pelo
desenvolvimento dos aspectos finos do “flavour”, como também contribuem para
modificar a textura (Fox et al., 1999). Estes fendmenos complexos afectam todos os
compostos soluveis e insoluveis da matriz, e sdo devidos a ac¢do das enzimas do agente
coagulante, dos microrganismos e, com menor importancia, das enzimas nativas do leite

(Garcia et al., 1996; Fox et al., 1999; Narimatsu et al., 2003).

O tipo de leite usado ¢ um dos factores mais importantes na maturagao de queijo devido
a presen¢a de microrganismos de diferentes géneros. Em queijos obtidos a partir de leite
cru, os microrganismos dominantes, durante a cura, sdo bactérias acido lacticas dos
géneros Lactobacillus, Lactococcus e Enterococcus. Pensa-se que estas bactérias sejam
as principais responsaveis pelo desenvolvimento dos aromas ao longo da cura e,
enquanto estas crescem, as leveduras, enterobactérias e estafilococos diminuem
drasticamente para valores residuais. No final da cura, estas bactérias lacticas
prevalecem e controlam a proliferacdo de microrganismos indesejaveis (Dahl et al.,

2000).

2.2.1 - Glicolise

Grande parte da lactose é extraida com o soro durante a produgdo de queijo, apesar de
permanecer sempre uma quantidade de lactose residual dissolvida no soro existente nos
poros da matriz da coalhada. Esta ¢ rapidamente convertida em acido lactico pela ac¢ao
das bactérias lacticas e, a acidificagao do meio, tem um efeito importante na estrutura da
matriz proteica, por via da desmineralizacdo das micelas de caseina (Lawrence et al.,
1987). Um metabolismo da lactose residual completo e extenso ¢ essencial para a
producdo de queijos de boa qualidade (Fox ef al., 1999) e a sua rapidez depende, entre
outros factores, da quantidade de sal existente na coalhada, uma vez que as bactérias
lacticas de arranque sdo mais sensiveis ao sal do que as bactérias lacticas ndo de

arranque.

Para além das bactérias lacticas, existem outros microrganismos capazes de fermentar

os monossacaridos da lactose e transforma-los em diversos produtos, que podem ser
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indesejaveis e produzem defeitos no queijo. Por exemplo, os coliformes transformam a
lactose em &cido lactico, em acido acético e em dacido formico, enquanto que as
leveduras transformam-na em acidos organicos, em alcool, em acetaldeido e em CO,

(Dumais et al., 1991).

O é4cido lactico resultante da fermentacdo da lactose também sofre modificagdes. Por
exemplo, pode combinar-se com o célcio do soro para formar lactato e, dependendo do
tipo de queijo, o lactato e o acido lactico podem ser transformados em acido propidnico,

acético e CO, (Dumais et al., 1991).

2.2.2 — Proteolise

A matriz proteica sofre mudangas estruturais durante a cura. Em queijos recentemente
coagulados, os agregados de caseina perdem a sua forma esférica devido aos fendémenos
ocorridos durante a coagulacdo, passando a apresentar uma estrutura fibrosa conhecida
como rede proteica e, a medida que a cura avanca, ocorrem processos de dissociagcdo
nas proteinas fibrosas, levando a formacdo de camadas com estrutura mais homogénea
(Omar, 1984; Omar e El-Zayat, 1986). O fendmeno responsavel por esta alteragao ¢ a
protedlise, que € o evento primario mais complexo que ocorre durante a maturacao € o
mais importante no desenvolvimento do perfil de “flavour” e da textura (Innocente,
1997; Fox et al., 1999; Sousa et al., 2001; Pinho, 2003; Poveda et al, 2004a). A
protedlise contribui para as alteragdes neste perfil de quatro formas diferentes: (1)
libertacao de aminoacidos e péptidos, que podem estar directamente associados ao sabor
amargo e, indirectamente através da via do catabolismo dos aminoacidos, pela formagao
de compostos que influenciam o “flavour” como aminas, acidos, tiois, tioésteres, entre
outros; (2) maior libertagdo de compostos sapidos durante a mastigacao; (3) subida do
pH devido a producao de compostos alcalinos dos quais se destaca o NHj3 e; (4) colapso
da rede proteica, aumento de pH e captacdo da 4gua, devido aos recém-formados grupos

amina e carboxilo (Fox et al., 1999).

As enzimas responsaveis pela protedlise podem-se agrupar em dois grupos principais:
as endoproteinases e as exopeptidases. As endoproteinases cortam as cadeias
polipeptidicas em ligagdes peptidicas especificas no interior da cadeia, semelhante a
especificidade da quimosina para a ligagdo Phejos-Met;o¢ da «-caseina. As
exopeptidases hidrolisam um (ou alguns) aminoécido(s) de cada vez, em ambos os lados

N-terminal (aminopeptidases) e C-terminal (carboxipeptidases) dos polipeptidos
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(Raksakulthai et al., 2002). A protedlise ¢ um fenomeno muito complexo, devido a
diversidade das proteinas do leite, a variedade da flora existente e a variedade das
enzimas proteoliticas que nele participam (Dumais et al., 1991). Os principais
contribuintes para o processo de proteolise sdo: o agente coagulante, as proteases e as
peptidases do fermento lactico e/ou da flora secundaria, bem como das enzimas naturais

do leite (McSweeney e Fox, 1997; Fox et al., 1999; Narimatsu et al., 2003).

A maior parte dos estudos de protedlise, foram elaborados em queijos fabricados com
leite de vaca pasteurizado, com culturas lacteas e com agentes coagulantes a base de
quimosina e pepsina (O'Keeffe et al., 1978). Apesar de haver algumas divergéncias
quanto a importancia relativa do agente coagulante e das enzimas produzidas pelos
microrganismos na proteolise, foi estabelecido que as peptidases do agente coagulante
sdo responsaveis pela fase inicial da protedlise, que corresponde a produgdo de péptidos
de cadeia longa, sendo as peptidases microbianas responsaveis pela fase final da
protedlise, que corresponde a producdo de péptidos de cadeia curta e aminoacidos
(O'Keefte et al., 1978). Assim, ha uma fase inicial da cura em que agregados de caseina
sao transformados em péptidos de grandes dimensdes, protagonizada pelas enzimas do
agente coagulante e pelas enzimas naturais do leite e uma fase final, onde estes péptidos
sdo transformados em péptidos de menores dimensdes. Nesta segunda fase intervém
enzimas provenientes das bactérias lacticas e da flora secundéria, que vao transformar
estes pequenos péptidos de cadeia curta em aminoacidos livres (Omar, 1984;

McSweeney e Fox, 1997; Sousa et al., 2001).

A degradacdo das caseinas ¢ sequencial. A primeira ligacdo a ser quebrada, como ja foi
referido anteriormente, ¢ a ligagdo Phejos-Meto¢ da k-caseina. Quanto as outras
caseinas, as ag-caseinas sdo mais sensiveis a protedlise do que as [-caseinas
(Férnandez-Salguero e Sanjuan, 1999; Poveda ef al., 2004a). Numa fase inicial da
protedlise a degradacdo das B-caseinas ¢ predominante. No entanto, no final, observam-
se taxas de degradagdo das ag-caseinas superiores e, como resultado final, a extensao de
degradagdo no final da cura é superior para as os-caseinas (Macedo e Malcata, 1997,
McSweeney e Sousa, 2000; Sousa et al., 2001; Gorostiza et al., 2004). A evolugdo do
pH do queijo ao longo da cura, pode estar relacionada com estas diferencas. Enquanto
que a extensdo da hidrolise da B-caseina ¢ semelhante para valores de pH 6,5 € 5,5, no
caso das og-caseinas so se verifica hidrélise completa a pH 5,5. Em ambas as caseinas, a

hidrélise € mais rapida para pH’s inferiores (Sousa e Malcata, 1998).
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A hidrolise das P-caseinas tem como resultado um residuo C-terminal com
caracteristicas hidrofobicas, que se designa por y-caseina e polipéptidos N-terminais
hidrofilicos. Estes dois polipéptidos interagem entre si ¢ formam um complexo soluvel
no soro, designado proteose-peptona (Visser, 1993). Os produtos da hidrélise das
B-caseinas poderdo estar relacionados com o aparecimento do sabor amargo (Alais,
1985; Visser, 1993; Madsen e Ardo, 2001). As ag-caseinas tém um comportamento
diferente. Enquanto que a hidrdlise das ag;-caseinas € lenta e também tem como produto
as y-caseinas, as ogp-caseinas t€ém uma hidrolise mais rapida e ja foram detectados onze
péptidos diferentes desta reaccdo, todos eles associados a cortes em ligagdes

constituidas por lisina e arginina (Alais, 1985).

As enzimas provenientes de agentes coagulantes de origem vegetal, principalmente
extractos de flor de C. cardunculus L., t€m sido alvo de varios estudos (Faro, 1991;
Roseiro, 1991; Martins et al., 1996; Sousa e¢ Malcata, 1998; Férnandez-Salguero e
Sanjuan, 1999; Martins, 1999; Sousa et al., 2001; Barros et al., 2003; Esteves et al.,
2003; Roseiro et al., 2003b; Tavaria et al., 2003; Roseiro et al., 2005; Silva e Malcata,
2005; Prados et al., 2006; Tejada. et al., 2006; Tejada et al., 2007; Pereira et al., 2008).
Est4 bem estabelecido por estes autores que o sistema enzimatico existente nos extractos
de flor do C. cardunculus ¢ constituido por 3 formas de proteases acidas (I, II e III).
Como as formas I e II sdo similares, ¢ comum agruparem-se ¢ designar-se a este grupo
por cardosina A, sendo a forma III designada por cardosina B. O complexo enzimatico
cardosina A apresenta semelhangas com a quimosina, enquanto que a cardosina B ¢
similar a pepsina. Ou seja, a acc¢do proteolitica da cardosina B ndo ¢ tdo especifica
(Silva e Malcata, 2005). Por outro lado, as enzimas vegetais demonstram ter maior
capacidade proteolitica que as enzimas animais e sao especificas para um maior nimero
de ligacdes peptidicas (Faro, 1991; Férnandez-Salguero e Sanjuan, 1999; Sousa et al.,
2001; Esteves et al., 2003; Roseiro et al., 2003b; Tavaria et al., 2003; Prados et al.,
2006).

E comum subdividir a protedlise em dois tipos sequenciais: a protedlise primaria ou
extensdo da protedlise, que indica até que ponto as caseinas estdo hidrolisadas em
péptidos soluveis em agua, sendo medida a partir do quociente entre azoto solivel em
agua e azoto total, e a protedlise secundéria ou o grau de profundidade da proteolise,
que mede até que ponto esses péptidos foram degradados em péptidos de pequenas

dimensdes, ou aminoacidos, podendo ser determinada a partir da relagdo entre azoto nao
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proteico, ou azoto aminoacidico, e azoto total (ver sec¢do 2.3.1.1 — Propriedades
quimicas). A extensdo da protedlise em queijos obtidos a partir de agentes coagulantes
vegetais € superior a de queijos obtidos a partir de coalho animal. Pelo contrario, o grau
de profundidade da protedlise ¢ semelhante em ambos os tipos de queijos. Assim,
enquanto que a extensdo da protedlise depende das enzimas do agente coagulante, o
grau de profundidade da protedlise depende das enzimas microbianas das bactérias

lacticas (Fox, 1989; Férnandez-Salguero e Sanjuan, 1999; Pereira et al., 2008).

A acgdo proteolitica dos extractos de C. cardunculus é superior a observada noutras
espécies do género Cynara, como o C. humilis. Apesar disso, a ac¢do proteolitica deste
ultimo agente coagulante ¢ superior & observada usando coalho animal (Férnandez-
Salguero e Sanjuan, 1999; Vioque et al., 2000). Como foi referido, o sistema enzimatico
do C. cardunculus tem duas enzimas componentes: uma com actividade semelhante a
quimosina, e outra com actividade semelhante a pepsina, enquanto que o sistema
enzimatico de outros cardos, como o C. humilis, apresenta apenas uma componente

enzimatica semelhante a quimosina (Vioque et al., 2000; Esteves et al., 2003).

A protedlise ocorrida na cura do queijo de ovelha depende do procedimento utilizado na
sua producdo (Roseiro et al., 2003a). Por exemplo, a pasteurizagdo do leite mostrou ter
uma influéncia marcada na proteodlise: verifica-se que a degradagdo das k- e B-caseinas ¢
mais intensa em queijo obtido a partir de leite cru, enquanto que as ag,-caseinas ¢ mais
intensa em queijo obtido a partir de leite pasteurizado. A pasteurizagao do leite ndo tem

influéncia na proteolise da asy-caseina (Gaya et al., 2005).

Estudos realizados em queijo Serra da Estrela, demonstraram que a extensdo da
protedlise ¢ muito elevada, mas o grau de profundidade ¢ moderado. As taxas de
crescimento das fraccdes azotadas sdo mais elevadas nos 3 primeiros dias de cura,
porque neste periodo ocorre um aumento do azoto soluvel em 4gua na ordem dos 3,2%

dia™ e do azoto ndo proteico na ordem dos 14,3% dia! (Tavaria et al., 2003).

2.2.3 — Lipolise

A lipolise ¢ a hidrdlise dos lipidos e ocorre por acg¢do de lipases naturais do leite e de
lipases de origem microbiana. A maior parte dos queijos t€ém uma actividade lipolitica
muito ligeira durante a cura e, muitos consumidores, associam um elevado grau de
acidos gordos livres nos queijos ao sabor a rango (Fox et al., 1999). No entanto, a

libertacdo de 4cidos gordos volateis, principalmente os de baixo peso molecular,
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contribui para o desenvolvimento do aroma caracteristico do queijo. Dentro destes, sdo
de realcar o caprico e o caprdico, que conferem ao queijo o que muitos designam por

cheiro caracteristico (Silva, 2001).

No leite existem uma série de lipases naturais, sensiveis a temperatura, sendo necessario
um tratamento de 78 °C/10 s para a sua inactivagdo completa. Assim, queijos obtidos a
partir de leite cru, ou apenas submetidos a tratamentos térmicos muito ligeiros, estao
sujeitos a acgao destas lipases, que sdo especificas para a posi¢ao 3 do triglicérido, onde
o acido butirico se encontra preferencialmente esterificado na gordura do leite, o que

explica a concentracdo elevada deste dcido nalguns tipos de queijos (Fox et al., 1999).

As bactérias lacticas de ambos os géneros, Lactobacillus e Lactococcus, cont€ém uma
actividade proteolitica elevada. No entanto, a actividade lipolitica ¢ reduzida (Choisy et
al., 1987) e pensa-se que a lipdlise se deve principalmente as enzimas do leite e as
enzimas produzidas por bactérias lacticas ndo de arranque. Quando se usam extractos de
flor do cardo como agente coagulante, as enzimas existentes na mistura podem ter

actividade lipolitica significativa (Macedo et al., 1996a).

2.3 — Queijo

2.3.1 — Caracterizacio

2.3.1.1 — Propriedades quimicas

pH
O pH tem importancia decisiva nas propriedades texturais do queijo, devido ao seu
efeito na estrutura das caseinas, quer através de alteragdes provocadas na carga, quer a

partir da desmineralizacdo que pode ocorrer por accdo duma diminui¢do do pH

(Watkinson et al., 2001).

Na monitorizagdo do pH ao longo da maturagdo, observa-se uma fase inicial de
diminui¢dao do pH, correspondente ao consumo da lactose e produgdo de acido lactico
pela accdo do crescimento das bactérias dcido-lacticas (quer sejam nativas quer sejam
adicionadas) e uma fase final da cura, em que se verifica um aumento de pH, atribuido a
utilizacao do acido lactico com formagdo de produtos neutros ou alcalinos (McSweeney

e Fox, 1993; Watkinson et al., 2001). O abaixamento de pH observado na fase inicial da
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cura ¢ mais evidente em queijos obtidos a partir de leite cru do que em queijos obtidos a
partir de leite pasteurizado, em que sdo utilizadas bactérias acido-lacticas de arranque
(Awad, 2006). No entanto, quando se combina a utiliza¢ao de bactérias de arranque com

o uso de leite cru, a descida de pH ¢ ainda mais evidente (Macedo et al., 2004).

Gordura

A gordura tem influéncia fundamental no desenvolvimento das caracteristicas texturais
e na formacdo de aroma (Canada, 2001). A gordura encontra-se no queijo sob a forma
de globulos gordos. Estes tém dimensdes elevadas relativamente as micelas e sao
aprisionados durante a formagdo da matriz proteica que ocorre durante o processo de
coagulagdo (Omar e El-Zayat, 1986; Lawrence et al., 1987). Devido as suas elevadas
dimensodes, a presenca de globulos gordos obriga a existéncia de grandes extensdes de
rede proteica, com uma densidade de ligacdes reduzida, resultando numa estrutura
menos elastica e com uma textura mais macia e homogénea. Uma matriz proteica com
menor quantidade de globulos gordos apresenta menos interrupgdes, contribuindo para
uma textura mais dura (Drake et al., 1996), ou com propriedades mais eldsticas
(Ustunol et al., 1995). A firmeza ¢ inversamente proporcional a quantidade de gordura

do queijo, que actua na sua matriz como agente lubrificante (Johnston e Murphy, 1984).

Quanto a participagdo da gordura na formagdo do aroma do queijo, a gordura do leite
caracteriza-se por ter uma elevada concentracao de acidos gordos de cadeia curta que,
no decurso da maturagdao, podem ser libertados por acgdo da lipdlise condicionando
fortemente o aroma do queijo. A lipdlise € catalizada por enzimas lipoliticas que sdo
libertadas pelos microrganismos contaminantes gram negativos (Moussa ef al., 2008). A
influéncia da gordura na produg¢do do aroma caracteristico dos queijos depende de
factores como o tipo de queijo (Najera et al., 1993), bem como a alimentagdo e o
periodo de lactagdo, devido a influéncia que estes factores podem ter na composicao da

fraccdo gorda nos diferentes acidos gordos (Macedo et al., 1996a),

Os queijos podem classificar-se, quanto ao teor de gordura referida ao residuo seco
(GRS), em: extragordo (GRS > 60%), gordo (45% < GRS < 60%), meio gordo (25% <
GRS <45%), pouco gordo (10% < GRS <25%) e magro (GRS < 10%) (DR, 1990).
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Humidade

A humidade final da maioria dos queijos curados ¢ condicionada pela taxa e a duracao
da sinérese e pela compactacao da estrutura de caseina. Apds a coagulacao, os processos
que se seguem, como moldagem, prensagem e salga, que diferem conforme o tipo de
queijo, sdo acompanhados por um abaixamento de pH e originam uma perda de

humidade consideravel, através da remocao do soro (Walstra, 1999c¢).

O teor de humidade referida ao queijo isento de gordura (HQIG) ¢ usado para classificar
queijos quanto a consisténcia, existindo diversas classificacdes, com diferentes classes
(Fox, 1999). Na Legislacao Portuguesa (DR, 1990), as classes usadas na classificacio
sdo: extraduro (HQIG < 51%), duro (49% < HQIG < 56%), semi-duro
(54% < HQIG < 63%), semi-mole (61% < HQIG < 69%) e mole (HQIG > 67%)).

Azoto e fraccOes azotadas

A caseina ¢ incorporada na matriz proteica durante o processo de coagulacdo e, como
vimos anteriormente, durante o processo de cura vai-se transformando em péptidos cada
vez mais pequenos e, por fim, em aminoacidos e outros produtos do processo de
protedlise. O estudo da protedlise envolve, muitas vezes, a determinagdo de fracgdes
azotadas, como o azoto solivel em 4gua, o azoto ndo proteico e o azoto aminoacidico,
que correspondem a percentagem de cada um destes componentes azotados em relagdo

ao azoto total (McSweeney e Fox, 1999).

A frac¢do de azoto soluvel em 4gua (NSA%) ¢ normalmente encarada como um
indicador de maturagdo. Designa-se por coeficiente de maturagdo, pois contém as
proteinas do soro, bem como os produtos resultantes da hidrolise das caseinas, dos
péptidos de elevado e baixo peso molecular, ¢ dos aminoacidos, entre outros. Esta
fracdo ¢ definida por muitos autores como a extensdo da protedlise (Férnandez-
Salguero e Sanjuan, 1999; Pavia ef al., 1999; Irigoyen et al., 2002; Verdini et al., 2005),
uma vez que apenas tem capacidade de medir a composicdo em fracgdes peptidicas
soluveis em 4gua, independentemente da dimensdo destas (Verdini et al., 2005). Os
valores de NSA% aumentam ao longo da cura, sendo mais pronunciado em queijos
obtidos com coalho animal do que queijos em obtidos com coalho vegetal (Férnandez-

Salguero e Sanjuéan, 1999).

As fracc¢des de azoto ndo proteico (NNP%) e azoto aminoacidico (NA%) representam o

grau de profundidade da proteolise, isto €, até que ponto as proteinas e os péptidos estao
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a ser degradados em péptidos de média e pequena dimensao, indicando se o processo de
cura foi mais ou menos completo (Gorostiza et al., 2004; Horne et al., 2005). Estas
fracgdes sdo boas indicadoras de actividade proteolitica das peptidases microbianas,
uma vez que os valores destas fracgdes, no final da cura, ndo dependem do tipo de
agente coagulante usado (McSweeney e Fox, 1993; Férnandez-Salguero e Sanjuan,

1999; Vioque et al., 2000).

2.3.1.2 — Propriedades fisicas

Textura

A textura representa um papel fundamental na aceitacio dos alimentos pelos
consumidores (Sousa et al., 1997; Sousa, 2001) e, em particular nos queijos, ¢ um dos
atributos mais importantes na determinacao da identidade do produto (Buffa et al.,
2001). Existem diversas defini¢des de textura (ISO 5492, 1992; prNP 4263, 1992;
Sanchez, 1996) e nenhuma ¢ plenamente satisfatoria. Todavia, a textura dos alimentos
pode definir-se resumidamente da seguinte forma (Bourne, 1982): (1) € um conjunto de
propriedades fisicas que deriva da estrutura do alimento, (2) tem o seu lugar proprio
dentro das propriedades fisicas dos alimentos, (3) ¢ sentida pela percep¢ao ao toque na
boca ou por outras partes do corpo, como por exemplo as maos, (4) ndo esta relacionada
com as sensacdes quimicas de aroma e sabor e (5) a sua medicdo objectiva faz-se

recorrendo a fun¢des de massa, distancia e tempo.

A textura do queijo ¢ condicionada inicialmente pelo pH e pela razdo entre a caseina
intacta ¢ a humidade (Yun et al, 1994). O abaixamento de pH provoca a
desmineralizacdo dos componentes das micelas que, por sua vez, tem uma grande

influéncia nas ligagdes entre as caseinas na rede proteica (Lawrence et al., 1987).

Nas duas primeiras semanas de cura observam-se alteragdes bastante acentuadas na
textura, devido a hidrélise das ag;-caseinas e a formacdo de produtos og;-I que
enfraquecem a sua estrutura (Lawrence et al., 1987). Posteriormente, as mudangas na
textura sdo lentas e sdo determinadas principalmente pela taxa de protedlise, pela
relagdo entre o teor em sal e a humidade e pela temperatura. O decréscimo da aw
durante a cura, devido a libertacao de grupos i6nicos com capacidade de reterem agua e,
em muitos casos, devido a evaporagdo da 4dgua, também pode ser importante no

desenvolvimento da textura (Fox ef al., 1999). Assim, apesar da protedlise desempenhar
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um papel importante no amolecimento da estrutura de alguns queijos (Attaie, 2005;
Pripp et al., 2006), noutros prevalece o efeito da diminui¢do do aw e/ou evaporacdo da
agua que provoca um endurecimento do queijo, uma vez que se perdem propriedades

plastificantes (Attaie, 2005; Awad, 2006).

Existem diferentes testes, largamente difundidos, para avaliar instrumentalmente a
textura de queijos em compressdo, como a andlise de perfil de textura (TPA), a
compressao uniaxial e a relaxagao da tensdo (Ak e Gunasekaran, 1992; Risch, 1992;
Raphaelides et al., 1995; Pavia et al, 1999; Fenelon e Guinee, 2000; Breuil e
Meullenet, 2001; Raksakulthai et al., 2002; Verdini e Rubiolo, 2002b; Adhikari et al.,
2003; O’Mahony et al., 2005; Cunha et al., 2006; Garde et al., 2007; Juan et al., 2008).
No entanto, testes alternativos em penetracao, com sondas cilindricas e conicas, tém-se
mostrado eficazes na monitorizagdo da textura de queijos, principalmente quando sao de
pasta mole (Korolczuk e Mahaut, 1990; Kaya, 2002; Benedito et al., 2006; Abrahama et
al., 2007) e, a utilizacdo destes testes ¢ mais consistente com a andlise sensorial do que
os testes de compressao (Stampanoni € Noble, 1991). Em queijos de ovelha de pasta
semi-mole, a penetracdo também se mostrou eficaz para discriminar diferencas entre
queijos e monitorizar a evolucdo da cura dos mesmos. Dos parametros de textura
estudados (dureza, adesividade e coesividade) a dureza foi o que mostrou maior eficacia
na caracterizacao da textura de queijos de ovelha de pasta semi-mole, mostrando-se bem
correlacionada com o tempo de cura (Alvarenga, 2000; Alvarenga et al., 2001;

Alvarenga e Sousa, 2001).

A composi¢do tem importancia capital na textura de um queijo (Alvarenga, 2000).
Como vimos, a gordura ¢ a humidade promovem a lubrificagao da rede proteica, ou
seja, funcionam como componentes plastificantes. Queijos com baixo teor de gordura
apresentaram uma pasta mais dura e elastica (Chen et al., 1979; Medina et al., 1991;
Stampanoni e Noble, 1991; Bryant et al., 1995; Drake et al., 1996; Fenelon e Guinee,
2000; Madsen e Ardo, 2001; Awad, 2006). Uma das maiores dificuldades de produzir
queijos com baixo teor de gordura, por motivos dietéticos, € conseguir que a sua
estrutura seja lisa e maledvel (Madsen e Ardo, 2001). O aumento dos teores de sal e
caseina também promovem um aumento da dureza (Medina et al., 1991; Kaya, 2002;

Cunha et al., 2006).

O tratamento térmico também influencia as propriedades texturais. Queijos obtidos a

partir de leite pasteurizado, apresentam menor elasticidade das massas frescas, mas, no
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final da cura, apresentam valores mais elevados de dureza, quando comparados com
queijos obtidos a partir de leite cru, provavelmente devido as maiores taxas de
protedlise observadas quando o queijo € obtido a partir de leite cru (Buffa et al., 2001;

Awad, 2006).

Resumindo, pode-se dizer que a textura do queijo depende de 3 factores fundamentais: a
humidade, o pH e a taxa de protedlise. O desenvolvimento destas propriedades ja foi
descrito em seccdes anteriores (2.1.2 — Coagulagdo, 2.2.1 — Glicolise e 2.2.2 —

Proteolise).

Propriedades viscoelasticas

O comportamento reoldgico do queijo € viscoeldstico, ou seja, o material exibe, em
simultaneo, os comportamentos de solido elastico e de liquido viscoso, para um
intervalo muito grande de condicdes. Um solido elastico ¢ representado
esquematicamente pela mola de Hooke que armazena a energia mecanica durante a
deformacdo e liberta-a apos remogdo das forgas externas, voltando a forma inicial. Um
liquido viscoso ¢ representado, esquematicamente, por um amortecedor mecanico e
caracteriza-se por dissipar a energia durante a deformag¢dao. O comportamento
viscoelastico pode ser observado a partir de testes ndo destrutivos, ou seja, quando se
aplicam tensdes (ou deformacdes) que ndo destroem a estrutura do material

(Gunasekaren e Ak, 2003).

As medi¢des em que se empregam tensdes oscilatorias de baixa amplitude, SAOS
“small amplitude oscillatory stress”, sdo usadas para estudar a viscosidade linear de
queijos. Estes testes permitem determinar os modulos de deformagdo, ou seja, o0 médulo
elastico ou conservativo (G') e o mddulo viscoso ou dissipativo (G”), em funcdo da
frequéncia (®), nas condigdes de teste em que o material se apresenta na regido
viscoelastica linear, LVE “linear viscoelastic”. O modulo conservativo ou eléstico (G')
mede a energia armazenada e reconvertida por ciclo, enquanto que o mddulo dissipativo
ou viscoso (G"”) mede a energia dissipada por ciclo de deformacdo. A tangente
dissipativa, tan 8, obtém-se as partir da relacdo entre o moddulo viscoso e o mddulo
elastico (G"/G'). Quando este valor ¢ inferior a 1 a estrutura apresenta caracteristicas
tipo-s6lido, uma vez que predomina a componente elastica; quando ¢ superior a 1 as
caracteristicas da estrutura sdo tipo-liquido, pois predomina a componente viscosa

(Subramanian e Gunasekaran, 1997; Messens et al., 2000). Outra forma de apresentar

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagdo na produgio de queijo de ovelha. 20



Capitulo 2 — Consideragdes tedricas

os resultados dos SAOS ¢ através da viscosidade complexa n*, que estd relacionada
com as componentes viscosas (parte real da viscosidade m') ou com a componente
elastica (parte complexa da viscosidade — i n"); a tangente dissipativa (G"/G") também
pode estar relacionada com a viscosidade complexa, sendo expressa pela relagao n'/m”
(Alves, 2003). Estas medigdes sdo realizadas em redmetros, que se podem classificar de
tensdo controlada ou de deformagdo controlada conforme a varidvel de “input”

(Gunasekaren e Ak, 2003).

A viscosidade complexa pode ser representada em fungao da frequéncia, a partir da lei
de poténcia (In*| = a®® ou log n*| = log a - bxlog ®), em que log a ¢ b podem ser
obtidos a partir do ajuste logaritmico dos dados experimentais, sendo log o uma fung¢ao
das propriedades viscoelasticas que depende da consisténcia do material, e b relata a

dependéncia das propriedades viscoeldsticas em relagdo a frequéncia (Kasapis et al.,

1997).

Considerando o exemplo de redometros de tensdo controlada, em que se impde uma
tensao sinusoidal sobre o material, existem quatro tipos fundamentais de testes SAOS,
dependendo das varidveis em estudo (Gunasekaren e Ak, 2003): (1) nos varrimentos de
tensdo medem-se os mddulos (G’ e G”) quando se faz crescer a tensdo, mantendo a
frequéncia constante, por exemplo a 0,1, 1 ou 10 Hz, e sao usados geralmente para
determinar o ponto critico, ou seja, o valor de tensao a partir do qual os médulos (G’ e
G") dependem da tensdo (variavel de “input”) e, por esse motivo, devem-se realizar para
determinar o limite da viscoelasticidade linear (LVE) (Yun et al., 1994; Subramanian e
Gunasekaran, 1997); (2) nos varrimentos de frequéncia medem-se os modulos (G' e
G"), numa gama crescente de frequéncias, com tensdo constante e inferior ao limite
LVE, sendo que o resultado deste teste ¢ conhecido como o espectro mecanico do
material. Estes testes sdo utilizados para determinar diferencas estruturais entre
diferentes tipos de queijos (Messens et al., 2000; Karoui ¢ Dufour, 2003) ou, por
exemplo, para monitorizar a evolug¢do da estrutura ao longo do processo de maturagdo
(Messens et al., 1999) e também no desenvolvimento de produtos pouco gordos ou com
pouco sal (Yun et al, 1994; Ma et al., 1997). Tipicamente, usam-se intervalos de
frequéncias entre 10 e 10 mas, caso se justifique, a amostra tenha estabilidade e o
redmetro tenha sensibilidade suficiente, podem-se baixar as frequéncias até 107,
sabendo que estas frequéncias conduzem a tempos de 28 horas por ciclo. Nestes casos,

deve-se ter em consideragdo a estabilidade do material; (3) no varrimento de
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temperaturas, mantém-se constantes a tensao e frequéncia e faz-se variar a temperatura.
Estes testes sao usados para investigar transi¢oes de fase a partir do ponto critico (por
exemplo G’ = G") e, no caso dos queijos em que o ponto de fusdo ¢ uma propriedade
importante, sdo testes obrigatorios, como acontece no Emental (Karoui et al., 2003), no
Mozzarella (Hsieh et al., 1993; Ribero et al., 2007a) ou no Cheedar (Ustunol et al.,
1995; Sutheerawattananonda e Bastian, 1998); (4) no varrimento de tempo, mantém-se
constantes a tensao, a frequéncia e a temperatura e determinam-se os modulos variando
apenas o tempo. Este teste pode ser usado para monitorizar reacgdes enzimaticas, como
por exemplo o processo de coagulacao do leite (Johnston e Murphy, 1984; Esteves et

al., 2003).

Destes testes, o0 mais importante na analise da estrutura dos materiais € o varrimento de
frequéncias e, na Figura 4, pode-se observar o comportamento reoldgico de diferentes

tipos de sistemas a partir da analise dos seus espectros mecanicos.
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Figura 4 — Espectros mecanicos tipicos de quatro sistemas: (a) solugao diluida, (b) solucao
concentrada de macro-moléculas, (¢) gel forte ¢ (d) gel fraco (Alves, 2003).

Da observagdo dos espectros mecanicos podem-se tirar conclusdes em relacdo a
organizacdo da estrutura das moléculas dos materiais. Por exemplo, nas solugdes de
macromoléculas, os modulos (G e G") estdo fortemente dependentes da frequéncia,
existindo um ponto critico em que G’ = G”, enquanto que nos geles, esta dependéncia

ndo ¢ tdo notavel, sendo os valores de G’ superiores aos valores de G” em toda a gama
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do espectro. Neste caso, as linhas que unem os pontos de cada um dos moddulos (G’ e

G") sdo relativamente paralelas (Alves, 2003).

Assim, o comportamento viscoeldstico dos queijos esta fortemente condicionado pela
sua estrutura (Zalazar et al., 2002). Para obter informacdes sobre a sua estrutura também
se podem fazer observacdes microscopicas da matriz de caseina e, em simultineo, a
determinagdo dos seus espectros mecanicos. A combinacdo da informagdo
proporcionada pelos testes dindmicos com a da microscopia electronica mostra que,
quando uma estrutura se caracteriza por uma rede proteica densa, com muitas ligagdes e
com dimensdes dos poros pequena (Figura 5a), observam-se valores superiores de
ambos os moddulos (G' e G"). Pelo contrario, uma rede proteica menos densa, com
menos ligagdes peptidicas, e com poros de maiores dimensdes (Figura 5b) apresenta

valores superiores em ambos os modulos (G’ e G”) (Hassan et al., 2004).

(a) G'1y, = 147, 6 kPa (b) G'1g.= 40,5 kPa

Figura 5 — Imagens de crio-microscopia electronica de varrimento de queijos Karish: (a)
estrutura de caseina densa e (b) estrutura de caseina com poros maiores (Hassan et al., 2004).

A tangente dissipativa cresce com a protedlise, com a diminuicdo de pH e com o
aumento de humidade (Tunick et al., 1995; Karoui e Dufour, 2003). A quantidade de
gordura (Madsen e Ardo, 2001), bem como as dimensdes dos globulos (Karoui e
Dufour, 2003), também influenciam as propriedades viscoelasticas de queijos. Para
além disso, as propriedades viscoelasticas dependem muito do tipo de queijo, podendo-
se encontrar valores de G’ da ordem dos 10* Pa em queijos brandos, como o queijo

Quarg (Kelly e O'Donnell, 1998) ¢ 10° Pa para queijos duros, como o Cheddar.
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Cor

A cor pode ser avaliada instrumentalmente usando o sistema de coordenadas CIELAB
definido pela “Commission Internationale de L’éclairage” — “CIE 1976 L*a*b*
Uniform Colour Space” e tem sido um método usado para a determinacao instrumental
da cor da pasta e da crosta em queijos (Hong et al., 1995; Alvarenga, 2000; Buffa et al.,
2001). A coordenada L* traduz a variacdo da luminosidade claro/escuro, variando entre
0% (escuro) e 100% (claro), a componente a* varia entre -60 (verde) e +60 (vermelho)

e a componente b* varia entre -60 (azul) e +60 (amarelo).

Ao longo da cura os valores do pardmetro L* e a* vdo diminuindo, enquanto que os
valores de b* vao aumentando, o que significa que, com o desenvolvimento da cura, a
pasta torna-se um pouco mais escura, mais esverdeada ¢ mais amarela (Buffa et al.,
2001; Pinho et al., 2004). O desenvolvimento de algumas bactérias, durante a cura,
pode ter um papel muito importante na producdo de pigmentos que podem ir do
amarelado ao vermelho (Dofossé et al., 2005). Por outro lado, os parametros cromaticos
podem ser influenciados pela composi¢ao em gordura, por exemplo, queijos com maior
teor de gordura apresentam-se mais amarelos € menos avermelhados do que queijos

com menores teores de gordura (Drake ef al., 1998).

2.3.1.3 — Propriedades sensoriais

Os queijos obtidos a partir de leite cru apresentam um desenvolvimento de aromas mais
intenso € uma textura mais macia, o que pode ser explicado pela intensidade e pela
extensao da protedlise ocorrida nestes queijos (Irigoyen et al., 2002; Awad, 2006). Os
produtos deste processo, como péptidos e aminoacidos, influenciam consideravelmente
as caracteristicas sensoriais do queijo (Poveda et al., 2004a). Por exemplo, o sabor
amargo, observado em certos queijos, pode estar relacionado com a parte C-terminal de
alguns péptidos hidrofébicos, formados a partir da hidrélise da B-caseina (Smit et al.,

2000; Madsen e Ardo, 2001; Pripp et al., 2006).

Como vimos anteriormente, a proteolise estd dividida em vdrias etapas, que se iniciam
com a hidrélise das caseinas nativas do leite, transformando-as em péptidos de alto peso
molecular, os quais, posteriormente, sdo hidrolisados em péptidos de baixo peso
molecular e, por fim, em aminoacidos (ver 2.2.2 — Proteolise). A questdo central ¢ saber
qual a influéncia destas etapas no “flavour” do queijo. Em termos gerais, pode referir-se

que os péptidos e os aminoacidos contribuem para o desenvolvimento do aroma e do
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“flavour” global dos queijos. No entanto, os aminoacidos sdo os percursores de
compostos aromaticos muito importantes, formados durante a maturagdo (Pripp et al.,
2006). Estes compostos formam-se a partir de alteragdes catabolicas e das reacgdes

ocorridas entre aminoacidos livres e outros compostos (Marilley e Casey, 2004).

Alguns aminoacidos livres, como por exemplo acido glutdmico, leucina e metionina,
entre outros, sdo percursores dos aromas do queijo curado (Raksakulthai et al., 2002),
ou seja, o seu metabolismo estd envolvido na produgcdo de compostos como por
exemplo aminas, acidos carboxilicos, tidis, esteres, alcoois, aldeidos e tioésteres (Salles
et al., 2000). Existem enzimas envolvidas na conversao dos aminoacidos e, da sua
actividade, resulta a producdo de varios componentes volateis do “flavour”. Nestas
conversoes, destaca-se a decomposicdo de metionina e outros aminoacidos, com a
concomitante producao de aromas. No entanto, os produtos destas degradagdes ainda

nao estdo bem estabelecidos (Smit et al., 2000).

A capacidade dos microrganismos do queijo de transformar os aminodcidos em
compostos aromaticos ¢ altamente dependente das estirpes (Yvon e Rijnen, 2001) bem
como das condi¢des do meio, como o pH (Smit et al., 2000), e pode justificar as

diferengas no impacto das culturas de arranque no “flavour” de queijo curado.

As diferencas no desenvolvimento dos aromas também podem ter origem na razao entre
endoproteinases e exopeptidases. A excessiva actividade das endoproteinases, em
relagdo as exopeptidases, pode causar sabor amargo, devido a excessiva producao de
péptidos hidrofébicos resultantes da degradacdo da B-caseina. Por outro lado, as
exopeptidases produzem aminoéacidos livres que podem ser responsaveis pelo
aparecimento de aroma amargo, como a arginina, € aroma adocicado, como prolina, a

serina e a asparagina (Izco e Torre, 2000; Macedo et al., 2004).

O tipo de queijo também pode ter influéncia no desenvolvimento do perfil sensorial ao
longo da cura. Em queijos coagulados pela ac¢do do coalho de origem animal, observa-
se menor intensidade dos aromas, do sabor acido e da luminosidade da cor, além de
serem mais firmes ¢ menos cremosos quando comparados com queijos coagulados a
partir de extractos vegetais (Tejada et al., 2007). Por outro lado, em queijos obtidos a
partir de leite cru, o desenvolvimento do “flavour” é mais rapido e completo do que em
queijos obtidos a partir de leite pasteurizado. A rapida fermentacio da lactose, garantida

pelas bactérias nativas, permite maior eficidcia na expulsdo do soro, influenciando o

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagdo na produgio de queijo de ovelha. 25



Capitulo 2 — Consideragdes tedricas

“flavour” e a textura final dos queijos (Mendia et al., 1999; Awad, 2006). Quando isto ¢
associado ao uso de extractos de enzimas vegetais como agente coagulante, obtém-se
queijos com caracteristicas sensoriais impares, podendo-se destacar o surgimento dum

“flavour” ligeiramente picante e cremoso (Tejada et al., 2000).

A lipolise também influencia o desenvolvimento dos aromas do queijo. Em termos
gerais, julga-se que esta maior intensidade de aromas podera estar relacionada com a
maior quantidade de acidos gordos volateis presentes, ou mesmo com as elevadas
concentragdes destes (Horne ef al., 2005). Os acidos gordos livres tém sido citados
como bastante influentes no desenvolvimento do “flavour” do queijo (Omar, 1984) e
também podem ser metabolizados posteriormente em compostos aromaticos (Pripp et
al., 2006). Para além da origem peptidica ou aminoacidica, o sabor amargo também

pode estar relacionado com a presenca de acido butirico, céprico e caprdico (Omar,

1984).

A maior parte dos compostos volateis do “flavour” sdo formados durante a cura e tém
origem na conversao da proteina, gordura e lactose a partir dos processos de proteolise,
lipolise e glicolise. Utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa
(GC-MS) (Smit et al., 2000), é possivel perceber a evolu¢do da formacdo destes

compostos ao longo do tempo de maturagdo (Figura 6).
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Figura 6 — Analise dos compostos volateis do “flavour” durante a cura do queijo Gouda por
GC-MS (Schmidt, 1982).
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O metabolismo de formacdo dos compostos volateis durante a cura envolve 3 fases
distintas: (1) na primeira, verifica-se a transformagdo dos componentes de maior
dimensdao em componentes de menor dimensdo, através da protedlise, lipolise e
glicolise; (2) seguidamente, processa-se a peptidolise com a formagao de aminoacidos;
(3) por fim, a partir da interac¢do dos compostos resultantes destes processos, como
acido lactico, acidos gordos, diacetil, acido propidnico e aminoacidos, com intervengao
das enzimas provenientes de bactérias lacticas nao de arranque, produzem-se os
compostos mais importantes do “flavour” (Smit ez al., 2000). Estes compostos, mesmo
em quantidades muito pequenas, tém a capacidade de influenciar o “flavour”

(Kubickové e Grosch, 1998).

2.3.2 — Queijos de ovelha e seguranca alimentar

Como ja foi referido, os paises mediterraneos — Portugal em particular — caracterizam-se
pela existéncia de varios tipos de queijos artesanais produzidos a partir de leite de
ovelha cru, que representam um papel muito importante na actividade rural e na
economia local. A popularidade destes queijos tem aumentado nos ultimos anos,
principalmente o Serra da Estrela, Serpa, Azeitdo e Castelo Branco, devido as
caracteristicas de textura e “flavour” tnicas (Freitas et al., 2000), tendo-se assistido em
Portugal (Roseiro et al., 2003a; Roseiro et al., 2003c) e noutros paises (Zhang et al.,
2006) ao aumento da procura por parte do consumidor e uma intensificacdo na sua

producao.

Estes queijos apresentam uma pasta macia, facil de barrar, resultado duma protedlise
muito intensa. A tecnologia de producdo destes queijos estd descrita nos regulamentos
legais em vigor (DR, 1985, 1986, 1987, 1988; Tavaria et al., 2006) e, recentemente, tém
surgido alguns estudos no sentido de fixar a tecnologia artesanal e compara-la com uma
tecnologia ligeiramente mecanizada, onde se podem destacar trabalhos elaborados no
ambito da tecnologia do queijo Serpa (Canada, 2001; Roseiro et al., 2003c) e do queijo
Serra da Estrela (Reis e Malcata, 2007).

O leite cru pode conter agentes patogénicos e, por isso, os produtos industriais obtidos a
base de leite tratado termicamente, tém a pasteurizacdo como ponto critico de controlo.
No entanto, em queijos obtidos a partir de leite cru, ndo se pode estabelecer esta etapa
importante a nivel de seguranca alimentar. No entanto, existem mecanismos naturais

que permitem promover a seguranca dos produtos finais. A fermentacdo da lactose
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promove a redugdo de compostos téxicos como aflotoxinas e produz factores
antimicrobianos como o acido lactico, o didxido de carbono, o peroxido de hidrogénio,
o etanol (Giraffa, 2004), o diacetil (Veljovic et al., 2007) e bactericidas (Nuifiez et al.,

1997), que facilitam a inibi¢ao, ou eliminagao, dos microrganismos patogénicos.

A producgdo de acido lactico, durante este periodo, reduz o pH, promove a expulsdo do
soro da coalhada, inibe o crescimento de bactérias patogénicas e garante o predominio
das bactérias lacticas (Canada, 2001). Este ¢ o principal método de controlo ao alcance
dos produtores de queijo para diminuir o risco de doenca (Zottola e Smith, 1991;
Meyrand et al., 1998). Como o processo de fermentacdo nio ¢ instantdneo, por motivos
de seguranca alimentar ha necessidade destes queijos terem um periodo minimo de cura,
durante o qual se observa a produgdo destes compostos, podendo-se considerar que se
trata de um periodo de seguranga. Na maior parte dos queijos Portugueses obtidos a
partir de leite cru, esse periodo ¢ de 30 dias e o tempo de cura é entendido como um

ponto critico de controlo.

A necessidade de haver um periodo minimo de cura tem estimulado o aparecimento de
estudos onde se faz a estimativa do tempo de cura (idade dos queijos) a partir das
propriedades do queijo, utilizando métodos estatisticos como o método de regressdo
linear multipla (RLM), e nesta matéria podem-se destacar os estudos de queijos
Portugueses (Pinho et al., 2004; Ferreira et al., 2006) e Espanho6is (Poveda et al.,
2004b). Estes autores utilizaram diferentes abordagens na seleccdo de parametros
usados na regressao linear multipla. Quando foram usados parametros quimicos, como a
quantificagdo das frac¢des proteicas, obtiveram-se erros estimados bastante satisfatorios
(2,5 dias), sendo a regressdo obtida: idade do queijo = 13,6 + 10,7ag;-1 péptido -
11,8ag;-caseina (Ferreira et al., 2006). Quando se usaram parametros fisicos, como a
determinagdo instrumental da textura e da cor, do interior (int) e do exterior (ext),
obteve-se um modelo com erro estimado um pouco superior (4,2 dias): idade do queijo
= 257,8 - 1,16L*y - 1,66L*, + 3,38b*, + 0,0107dureza + 9,75a*,; -
0,0192coesividade (Pinho et al., 2004). No entanto, quando se usaram apenas
parametros fisico-quimicos como a humidade, o aw e o pH, o erro estimado foi ainda

superior (11,9 dias) (Poveda et al., 2004b).
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2.4 — Congelacio

2.4.1 — Ciclo congelacao/descongelacio

A maior parte dos produtos alimentares de origem animal sdo submetidos, nalguma fase
da fileira, a processos de conservagao por ac¢ao do frio, como a refrigeracao e/ou a
congelagdo. A refrigeracdo caracteriza-se por manter a temperatura um pouco acima da
temperatura de congelacdo do produto, enquanto que na congelacdo os alimentos sdo
conservados a temperaturas inferiores a temperatura de congelagdo, sendo
frequentemente usada a temperatura -18 °C. Em termos de tempo de conservagao estes
processos t€m duas diferengas fundamentais: enquanto que submetido a refrigeracao,
um alimento s6 pode durar alguns dias, ou semanas (dependendo do produto), quando

submetido a congelacao pode durar alguns meses, ou anos.

A designacao genérica “congelacdo” tem implicitos trés processos: (1) a congelacao
propriamente dita, (2) o armazenamento no estado congelado, ¢ (3) o processo de
descongelagdo e ¢ ao conjunto destes processos que se designa por ciclo

congelagao/descongelagao.

A congelacao propriamente dita ¢ o abaixamento da temperatura até a temperatura de
conservagdo, envolvendo trés etapas: a primeira consiste no arrefecimento do produto
até ao ponto de congelacdo, em que ha libertacdo de calor sensivel, a segunda consiste
na eliminacao do calor latente de fusdo e a terceira consiste na eliminacdo do calor
sensivel desde o ponto de congelacdo até¢ a temperatura de conservagao. A
condutividade térmica do alimento, antes de congelado, ¢ inferior a do alimento
congelado e, por isso, a medida que o alimento vai congelando da superficie para o
interior, a eficiéncia do processo vai aumentando. Assim, para 0 processo ser mais
rapido, antes de se iniciar a congelacdo, todo o volume deve estar a temperatura
constante, preferencialmente a uma temperatura um pouco acima do ponto de

congelagdo (Fellows, 1994).

Velocidades de congelacao lentas originam cristais maiores, uma vez que ha tempo para
os processos de agregacao e, neste caso, as dimensoes elevadas destes podem conduzir a
ruptura da estrutura (Widgery, 1990). Se a congelagdo for rapida, a pequena dimensao
dos cristais formados promove uma distribuicdo uniforme pelo alimento, havendo

menor possibilidade de contactarem e crescerem (Fennema, 1989).
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O armazenamento, no estado congelado, permite conservar um alimento por um periodo
mais ou menos longo, que depende da temperatura de armazenamento e do tipo de
produto. Para a mesma matriz, quanto mais baixa for a temperatura de armazenamento
maior a imobilidade molecular (ver 2.4.2 — Estado de vitreo e congelagao) e as reacgoes
enzimaticas processam-se em menor extensdo. No entanto, temperaturas de
armazenamento mais elevadas permitem maior efeito inibidor sobre os microrganismos
do que temperaturas mais baixas (Oliveira et al., 1997; Oliveira et al., 1999). Durante o
periodo de armazenamento, dependendo das condigdes deste, principalmente da
existéncia de flutuagdes de temperatura, os cristais de gelo estdo sujeitos a processos de
recristalizacdo, que sdo alteragdes fisicas na sua forma, tamanho e orientagdo (Ranken,
1993). As recristalizagdes podem ser: (1) isomadssicas, quando se observa uma
transformag¢ao da estrutura interna dos cristais com redug¢ao da relagdo
superficie/volume; (2) agregagdes, em que se verifica a fusdo de cristais e a formagao de
outros de maior dimensdo e; (3) migracdes, em que se verifica um incremento nas
dimensdes dos cristais maiores a partir do contacto com os mais pequenos (Fellows,
1994). A velocidade de congelagao tem influéncia nas propriedades fisicas, quimicas e

sensoriais do alimento.

A descongelagcdo envolve a subida de temperatura para temperaturas superiores ao
ponto de congelacdo. Durante este processo, a temperatura da superficie ¢ superior a
temperatura do interior, dando origem a formacao de uma pelicula superficial de
produto descongelado cuja condutividade térmica ¢ inferior a do produto congelado no
interior. A medida que o processo de descongelagdo vai avangando a espessura desta
pelicula vai aumentando e a taxa de transferéncia de calor vai reduzindo, o que faz com
que a descongelagdo se torne num processo mais lento do que a congelagcdo. A

descongelagdo deve ser lenta para evitar alteragcdes na textura (Fellows, 1994).

Quanto a embalagem usada, deve ser resistente a baixas temperaturas e proteger o
alimento durante a congelacdo, armazenamento e distribuicdo. Para além das
especificidades de cada produto, a embalagem a usar no armazenamento por congelagao
deve ser impermeavel, para impedir a desidratacdo e evitar as perdas de peso e de

qualidade (Ranken, 1993; Bucci ef al., 2005).
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2.4.2 — Estado de vitreo e congelaciao

A agua desempenha um papel fundamental em todos os sistemas biologicos e as
moléculas de dgua encontram-se nestes sistemas em duas condi¢des diferentes: agua
livre e adgua ligada as estruturas (Sousa, 2001). Admitindo que parte da agua ligada as
estruturas apresenta ligacdes fracas, esta esta disponivel para os processos biologicos.
Partindo do principio que a facilidade de utilizacdo da dgua ligada nos metabolismos
celulares, ou enzimaticos, seja igual a capacidade de remogao do ar, quando se encontra
abaixo do seu ponto de saturagdo, pode-se quantificar a disponibilidade de agua numa
matriz a partir da determinagdo do seu ay, uma vez que o ay representa a humidade

relativa do ar que esta em equilibrio com a matriz (Oliveira et al., 1999).

Ao longo de muitas décadas, este conceito foi suficiente para descrever a estabilidade de
alimentos uma vez que explica, de uma forma bastante aceitavel, a velocidade de
crescimento de microrganismos, a actividade enzimatica e a velocidade de reaccgdes
degradativas. No entanto, diferengas no crescimento de microrganismos em situagdes
semelhantes, com o mesmo pH e ay, levou a que, na década de 90 do século passado,
tenha sido proposta uma explicacdo para estes mecanismos, com base no conceito de
mobilidade das moléculas de 4gua na matriz, em que se usa o conceito de transi¢do para
o estado vitreo, transposto da area da ciéncia dos materiais (Slade e Levine, 1991;

Chirife e Buera, 1995; Slade e Levine, 1995).

A organizagdo estrutural dos alimentos solidos pode ser amorfa ou cristalina. A
estrutura cristalina ¢ altamente organizada, com um grau de estruturacdo elevado, baixa
entropia e onde as ligacdes existentes envolvem apenas a molécula pura da substancia
que a constitui. A estrutura amorfa tem um grau de organizacao baixo, elevada entropia,
sendo a entropia dependente da temperatura. Para além das moléculas da matriz
principal, encontram-se na sua estrutura, moléculas de outras substancias, que até
podem funcionar como ligantes das moléculas da matriz principal (Oliveira et al.,

1999).

A formagdo destas estruturas solidas num processo de congelacdo depende da
velocidade de arrefecimento do alimento: se o arrefecimento for lento, ha tempo para as
moléculas se ordenarem e formarem uma estrutura cristalina. No entanto, se o
arrefecimento for rdpido, a imobilizacdo rapida das moléculas impede que estas se

organizem, forcando a formacdo de uma estrutura amorfa. Uma vez que a estrutura
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amorfa ¢ mais instavel que a estrutura cristalina (tem uma entropia superior), o sistema
amorfo tendera a cristalizar e a mobilidade da molécula de agua tem um papel decisivo
no auxilio a esta cristalizacdo. Se continuarmos a arrefecer uma estrutura amorfa, a
entropia (e a energia interna) vai baixando progressivamente. Caso isto acontecesse em
continuo e sem mudanca, chegariamos a um ponto, sem significado fisico, em que a
entropia da estrutura amorfa seria inferior a entropia da estrutura cristalina
correspondente. Assim, deduz-se que deve haver um limite fisico para o decréscimo de
entropia, abaixo do qual se da uma mudanca de fase, do estado que se designa de
borracha para o estado “vitreo”, que corresponde a uma estrutura amorfa com um nivel
de entropia superior ao da estrutura cristalina, mas inferior ao do estado de borracha.
Esta transi¢do, de segunda ordem, ¢ conhecida como transi¢do de estado vitreo e o
ponto intermédio de temperatura da transi¢cao € conhecido por temperatura de transi¢ao
vitrea (T,) (Goff e Sahagian, 1996; Oliveira et al., 1999). Alimentos conservados nestas

condi¢des apresentam uma mobilidade molecular quase nula, e a sua perecibilidade ¢

bastante reduzida, mas nao nula (Slade e Levine, 1995; Champion ef al., 2000).

A composic¢do quimica da estrutura influencia os valores de T,. Por exemplo a 4gua e
moléculas pequenas, como o glicerol (Oliveira et al., 1999), provocam um aumento na
mobilidade molecular, implicando uma diminui¢do do T, e, por esse motivo, sdo
conhecidas como moléculas plastificantes. Por outro lado, a T, aumenta com a adicdo
de macromoléculas, como polissacaridos (Goff e Sahagian, 1996; Rogers et al., 2006),
que promovem o aumento do peso molecular médio da estrutura. A maioria dos
alimentos contém uma quantidade de 4gua elevada e tém a T, muito abaixo do ponto de
congelagcdo. Ao baixar a temperatura de um alimento, primeiro cristaliza a agua e so
depois se atinge a T,. A formagdo de cristais de gelo tem um efeito muito importante na
T, da matriz, uma vez que os minerais dissolvidos na dgua vdo concentrando a medida
que as moléculas de agua vao cristalizando (Goff e Sahagian, 1996). Este mecanismo,
conhecido como crio-concentra¢do, evolui ao longo do processo de congelagdo
provocando uma diminui¢do do ponto de congelacdo e um aumento da T,, havendo um

ponto em que a temperatura de congelagdo iguala a T, da matriz (Oliveira et al., 1999).

A maioria dos alimentos tem valores de T, inferiores as temperaturas normais dos
sistemas de frio industrial (cerca de -18 °C), significando que, em alimentos congelados,
podem ocorrer varios fendmenos que deterioram a qualidade do produto. Podem-se

destacar: (1) recristalizagdes de cristais de gelo, cristaliza¢ao de agticares e coalescéncia
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da fase organica — com implicagdes na textura; (2) transformacao de lipidos para formas
mais estaveis, oxidagdes enzimaticas € ndo enzimaticas — com implicagdes sensoriais
nutricionais e (3) crescimento microbiano reduzido mas nao nulo. A qualidade dos
alimentos obtidos a partir de um processo de congelacdo rapida pode ser perdida
durante o armazenamento, em maior ou menor extensdo, dependendo da mobilidade da
matriz e, portanto, da velocidade a que decorrem os processos deteriorativos. Em geral,
a mobilidade ¢ tanto maior quanto maior for a diferenca entre T, e a temperatura de
armazenamento e, nas praticas modernas, pretende-se que um produto tenha valores de
T, tdo altos quanto possivel, para que apresente estabilidade o6ptima (Oliveira et al.,

1999).

2.4.3 — Congelacao de queijo

A producao de leite de pequenos ruminantes € sazonal (Alonso ef al., 1987; Fontecha et
al., 1993; Voutsinas et al., 1995a; Tejada et al., 2000), podendo-se referir os meses de
Inverno e Primavera, como meses em que ha abundancia de matéria-prima e no Verao e
Outono, ha escassez. A dessincronizagdo entre a oferta e a procura tem sido apontado
como o principal motivo para congelar queijos (Park e Drake, 2005; Park e Lee, 2006).
Para além disso, apontam-se outras vantagens associadas a congelacdo, como evitar
cuidados exigentes de manuten¢do e lavagem dos queijos, durante os circuitos de
comercializacdo de queijos de pasta mole e a diminui¢do de contagens de algumas
bactérias, fungos e leveduras, com repercussoes ao nivel de seguranga alimentar (Park et

al., 2004).

Para além da congelacdo, tém sido usadas outras abordagens mitigadoras da
sazonalidade, como a utilizagao de leite em po, congelacdo de leite, congelagao de
coalhadas e sincronizacdo de partos. A utilizagdo de leite em p6 tem sido apontada
como estando associada a alguns defeitos de “flavour” nos queijos (FIL/IDF, 1982),
pelo que alguns autores tém sugerido, em alternativa, a congelacdo do leite (ultrafiltrado
ou ndo) (Muir, 1984; Voutsinas et al., 1995a, b; Zhang et al., 2006). No entanto, para
além de elevados custos energéticos, o armazenamento de leite congelado ndo oferece
resultados satisfatorios, causando alteragdes significativas na coagulacao (Fuente et al.,
1997) e na estrutura final do queijo (Muir, 1984). A congelacdo de coalhadas, durante
os periodos de alta produgdo de leite, subsequente descongelagdo e cura nos periodos de

r

baixa producdo de leite, ¢ um possivel caminho (Alonso et al., 1987). No entanto,
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alguns autores apontaram alteragdes na textura como um problema associado a este

procedimento (Alichanidis et al., 1981; Pelaez, 1983; Fontecha ef al., 1993).

No ambito desta controvérsia, foi estabelecido ha j& algum tempo que os resultados dos
estudos de congelacdo dependem dos parametros usados para avaliar os danos causados
por este processo (Fennema, 1972). Para além das vantagens a nivel de minimizacao
dos danos, efectuar a congelagdo do queijo curado permite uma maior facilidade em
programar o tempo de expedi¢ao dos queijos (Tejada et al., 2000), originando evidentes
poupancas de recursos fisicos, humanos e energéticos. Queijos com valores de
humidade médios ou baixos tém elevada longevidade quando conservados a
temperatura de refrigeragdo. No entanto, queijos com elevados teores de humidade,
como Cottage, Bakers, Cream, Quarg, Neufchatel, Camembert, Ricotta ¢ Mozzarella
tém tempos de vida curtos a temperatura de refrigeragao e cedo foram encarados como
potenciais candidatos a congelacdo (Fennema, 1972). A congelagdo de queijos tem sido
alvo de estudos desde o inicio do século XX. No entanto, esses trabalhos encontram-se
dispersos, sdo em pequeno numero ¢ dedicados a um grupo muito restrito de queijos
(Fennema, 1972). Este facto, combinado com o desenvolvimento de novas técnicas de
congelagdo e de analise, levou a intensificar os trabalhos de investigacdo nesta area nos
ultimos 15 anos, conforme se pode observar em alguns exemplos de estudos publicados,

que constam na Tabela 1.

Em quase todos os estudos de congelacao encontrados, a temperatura de -20 °C surge
como a temperatura (ou uma das) a ensaiar (Ramos et al., 1987; Bertola et al., 1996b;
Califano e Bevilacqua, 1999; Tejada et al., 2002; Graiver et al., 2004; Park e Drake,
2005; Van-Hekken et al., 2005; Park et al., 2006; Park e Lee, 2006; Prados et al., 2006;
Ribero et al., 2007a). Sao apontados diferentes motivos, no entanto dois sdo
fundamentais: o primeiro ¢ ser esta a temperatura normalmente praticada nos sistemas
comerciais e industriais, pelo que a sua utiliza¢do na conservagdo do queijo ndo envolve
grandes adaptacdes a nivel de processos e equipamentos e, o segundo motivo, ¢ a
proximidade desta temperatura com a temperatura de transi¢ao vitrea de queijos macios

(Oliveira et al., 1999).

A escassez de trabalhos sobre a congelacdo € mais evidente relativamente a queijos de
ovelha artesanais. Por exemplo, a data deste estudo, ndo foram encontradas publica¢des
em revistas internacionais sobre congelacdo de queijos de ovelha de pasta mole

amanteigada. Por outro lado, como veremos adiante, muitos dos estudos apontam para
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resultados contraditérios, o que se explica pelas diferengas substanciais na matriz dos
diferentes tipos de queijos (Verdini et al., 2005), como por exemplo quando sdo obtidos
a partir de leite de diferentes espécies (Van-Hekken et al, 2005). No entanto, ¢
importante resumir o que de mais relevante se concluiu nestes trabalhos, em termos da

monitorizag¢do das propriedades quimicas, fisicas e sensoriais de queijos congelados.

Tabela 1 — Estudos de congelag@o divulgados em publicacdes cientificas.
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outros queijos de | USA | C + M AS + AG + Drake, 2005; Van-Hekken et
b quel) al., 2005; Park et al., 2006;
cabra RE Park ¢ Lee, 2006)
Queijo de ovelha | Es (0) + D PRO (Fontecha et al., 1993)
AS + MI + (Tejada et al., 2000; Tejada et
Los Pedroches Es (0] - D PRO al., 2002)
PRO + AS + (Canet et al., 1995; Prados et
Manchego Es O - D AM + RE al.. 2006)
(Diefes et al., 1993; Bertola et
al., 1996b; Bertola et al.,
PRO + RE + 1996a; Califano e Bevilacqua,
Mozzarella Arg | Vot D VB AG 1999; Graiver et al., 2004;
Ribero et al., 2007a; Ribero et
al., 2007b)
(Verdini e Rubiolo, 2002a;
Port Salut Verdini e Rubiolo, 2002b;
Argentino Arg v * M RE +PRO Verdini et al., 2003; Verdini et
al., 2005; Verdini et al., 2007)

A congelacdo ndo afecta a composi¢do do queijo no que se refere aos seus componentes
maiores (Van-Hekken et al., 2005; Verdini et al., 2005). No entanto, a maior parte das
enzimas demonstram ter actividade proteolitica mesmo depois de congeladas, pelo que

os mecanismos da cura, principalmente proteodlise e lipdlise, sdo afectados pela
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congelagdo. Em termos gerais, pode referir-se que a congelagdo tem pouco impacto na
composicao de acidos gordos (Califano e Bevilacqua, 1999), no nivel de lipolise e no

pH (Park e Drake, 2005; Park e Lee, 2006).

As fracgdes azotadas s3o mais ou menos atingidas pela congelacao, dependendo do tipo
de queijo, verificando-se uma tendéncia para uma subida nestas frac¢des ao longo do
tempo de congelacdo, principalmente naquelas que representam a profundidade da
protedlise (azoto nao proteico e azoto aminoacidico). Este acontecimento pode estar
relacionado com o facto das proteases microbianas continuarem activas, mesmo a
baixas temperaturas (Bertola et al., 1996b; Tejada et al., 2000; Graiver et al., 2004), e
também ¢ possivel ser observado através da hidrolise das as-caseinas, pela accdo das
enzimas provenientes do agente coagulante e da lise de microrganismos (Verdini et al.,
2003). Também se pensa que a congelagdo provoca mudangas conformacionais na
agi-caseina, afectando a sua estabilidade e vulnerabilidade a ataques enzimaticos,
obtendo-se péptidos mais expostos ao ataque das enzimas microbianas que libertam
maior quantidade de aminodcidos livres (Verdini et al., 2005). Contudo, ndo existe
consenso em relacdo a este tema, havendo autores que defendem que o processo de
protedlise, em queijos congelados, ¢ muito lento (Ramos et al., 1987; Prados et al.,
2006) ou nulo (Van-Hekken et al., 2005). Como estes estudos se fizeram em matrizes
diferentes, pode-se deduzir que existe alguma relagdo entre o tipo de queijo estudado
(espécie leiteira, tratamento térmico etc.) e a actividade proteolitica durante a
congelag¢do, devendo haver algum cuidado na transposicdo de resultados de umas

matrizes para outras.

A nivel estrutural, como ja foi referido anteriormente, a matriz proteica pode ser
danificada durante o processo de congelacdo, principalmente se o processo for lento
(Fontecha et al., 1993; Graiver et al., 2004) e quando se observam flutuagdes de
temperatura (Gormley ef al., 2002). Nao ha, porém, unanimidade em relagdo ao impacto
deste processo nas propriedades reologicas. Existem autores que defendem que as
alteragdes ocorridas durante a congelagdao de queijos t€ém pouco efeito nos pardmetros
reologicos (Verdini et al., 2003; Van-Hekken et al., 2005; Ribero et al., 2007a), outros
defendem que se observa um amolecimento da estrutura de queijos submetidos a
congelacdo, devido a lise microbiana e a concomitante libertagdo de enzimas

proteoliticas (Graiver et al., 2004). No entanto, noutros estudos ¢ relatado um

endurecimento de queijos congelados, explicado pela desidratagdo das proteinas,
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causando alteragdes na rede proteica, permitindo aos pequenos glébulos de gordura
contactarem uns com os outros e formarem granulos. As proteinas vao-se tornando mais
compactas, ou interagem para formarem pontes de enxofre que rodeiam os novos
granulos de gordura. Estes processos sdo, de certo modo, irreversiveis porque, durante o
armazenamento por congelacdo, o aumento das dimensdes dos cristais de gelo, devido
as recristalizagdes, dificulta a recolocagdo da agua na interface proteina-gordura,
diminuindo o efeito lubrificante, reflectindo-se numa estrutura mais elastica apds a
descongelagao (Diefes et al., 1993; Bertola ef al., 1996b). Estas diferencas de resultados
podem ser justificadas por varios factores, como o tipo de queijo, as condi¢cdes do

ensaio, o tempo de armazenamento, o processo de congelacdo, entre outros.

Quanto a influéncia da congelacdo nos atributos sensoriais, encontram-se pPoucos
estudos e, em termos gerais, ndo se relatam perdas significativas nos atributos positivos.
Contudo, passadas algumas semanas apos descongelacdo, observam-se algumas
altera¢des importantes no perfil sensorial, como perdas no “flavour” caracteristico (Park
e Drake, 2005). No entanto, ¢ ao nivel dos atributos de textura, percebida
sensorialmente, que os queijos congelados podem perder qualidade apresentando-se
mais granulosos (Tejada et al., 2000) e menos cremosos (Prados et al., 2006),

principalmente se a velocidade de congelagado for lenta.
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CAPIiTULO 3 — METODOLOGIAS

3.1 — Obten¢ao das amostras de queijos

O trabalho pratico foi organizado em trés ensaios e as amostras foram obtidas em duas
queijarias, detentoras de Denominag@o de Origem Protegida (DOP). No primeiro ensaio
recolheram-se amostras na Queijaria Ovelheira (Concelho de Mértola) e na Queijaria
Moinho de Almocreva (Concelho de Beja). Nos ensaios seguintes as amostras foram
recolhidas na queijaria Moinho de Almocreva. Em semana de ensaio, as amostras eram
transportadas para o laboratorio a segunda-feira de manha e eram colocadas numa sala
climatizada a 20 °C, onde ficavam a estabilizar até ao dia seguinte, para garantir que as

medicoes do pH e da textura se faziam a 20 °C.

Aproximadamente 24 horas apds a recolha, foi efectuada a determinacdao da cor da
crosta (apenas no ensaio 3) e, seguidamente, os queijos foram abertos de forma a
remover uma camada superficial com 1 cm de espessura (Alvarenga, 2000; Pinho ef al.,
2004), no sentido de se alcancar uma superficie exposta do interior do queijo (pasta).
ApoOs 5 minutos de espera, para assegurar a estabilizacdo da cor da pasta, foram
efectuadas as seguintes operagdes, respeitando a ordem indicada: (1) determinacdo da
cor, (2) analise de perfil de textura, (3) determinacdo do pH, (4) conservagdo de uma
sub-amostra (aproximadamente 150 g) em placa de Petri, a 4 °C, para a caracterizagao
viscoelastica e (5) conservagdo da restante amostra, a 4 °C, para caracterizacdo quimica
e sensorial. A caracterizagdo viscoelastica e sensorial, foi sempre efectuada nas 24 h

seguintes ao inicio da manipulacdo da amostra.

3.2 — Metodologias usadas na caracterizacio das amostras

O trabalho experimental foi realizado em dois locais: (1) no Laboratorio de Fisica e
Reologia Alimentar do Instituto Superior de Agronomia — caracterizagdo viscoelastica
das amostras e (2) nos Laboratérios de Lacticinios, Reologia Alimentar e Analise
Sensorial da Area Departamental de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos da Escola
Superior Agraria do Instituto Politécnico de Beja — propriedades fisico-quimicas,

textura, cor ¢ analise sensorial.
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O numero de réplicas laboratoriais a utilizar por amostra dependeu do pardmetro ¢ foi
estabelecido com base em estudos preliminares de erro, no sentido de se tentar trabalhar

com um nivel de confianca na ordem dos 95%.

3.2.1 — Avaliacio quimica

Os reagentes quimicos usados neste trabalho foram das seguintes marcas comerciais:
Merck, Panreac, Riedel, Sigma, Fluka e Jos¢ Manuel Gomes dos Santos, todos com
uma pureza minima do tipo pro-analise (p.a.), de acordo com as normas ACS (American
Chemical Society) ou ISO (International Standard Organization). Para todos os
parametros quimicos foram analisadas trés réplicas por amostra. De uma forma sumaria,

descrevem-se os principios dos métodos.

pH

A determinagdo do pH foi efectuada directamente na pasta do queijo, sem dilui¢des, a
temperatura de 20 + 1 °C. Para isso utilizou-se um potencidometro, marca Metrohm e
modelo 691, munido de um eléctrodo de penetragdo (Metrohm, Switzerland). Precisao

do método: = 0,01 (escala Sorensen).

Humidade (H)

Na determina¢do da humidade usou-se o método gravimétrico (AOAC, 1990b), sendo a
diferenca de massas da amostra determinada apos secagem em estufa a 101 + 1 °C, até
obten¢do de massa constante. Os resultados foram expressos em percentagem (m/m).

Precisdo do método: + 0,01 % (m/m).

Gordura (G)

O teor em gordura foi determinado segundo o método de Van Gulik (ISO 3432, 1975;
NP 2105, 1983), que consiste na separacao da fase gorda da amostra por centrifugacao
(1000-1200 rpm), num butirometro Van Gulik, ap6s dissolug¢ao das proteinas do queijo
pelo acido sulfirico e com a separagdo da gordura facilitada pela adicdo de uma
pequena quantidade de 4lcool isoamilico. Os resultados foram expressos em

percentagem (m/m). Precisdo do método: £ 0,1% (m/m).
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Acidez total (A)

A acidez total determinou-se por titulagdo com solucdo alcalina de hidroxido de sodio
0,1 N, apos extraccao dos componentes soluveis em agua a 40 °C (AOAC, 1990a). Os
resultados foram expressos em cm’ de solucdo alcalina normal (1 N) necessarios a
neutraliza¢io dos 4cidos existentes em 100 g de queijo. Precisio do método: + 0,01 cm’

NaOH N/100g.

Azoto total (NT)

O azoto total determinou-se pelo método Kjeldahl (AOAC, 1990c). Foi utilizado um
digestor marca Tecator 2015 e um destilador Tecator Kjeltec 1030 Auto Analyser
(Tecator, Hogands, Sweden). Na determinacdo deste parametro, a amostra sofre uma
mineralizacdo em meio 4acido, a quente, na presenca de uma mistura catalisadora
metalica (sulfato de potassio e sulfato de cobre). A digestdo leva a conversao de todo o
azoto organico em 130 amonio, que ¢ posteriormente convertido em amoniaco, por
adicao de hidroxido de sédio, destilado em corrente de vapor e recolhido numa solugao
de 4cido borico onde ¢ doseado, por titulagdo, com acido cloridrico de titulo conhecido.
Os resultados foram expressos em percentagem (m/m). Precisdo do método: £+ 0,01%

(m/m).

Azoto solivel em dgua (NSA)

O azoto soluvel em agua foi quantificado a partir de uma extraccdo aquosa dos
componentes-azotados (Kuchroo e Fox, 1982), utilizando dgua aquecida a =40 °C, de
modo a obter uma emulsdo homogénea, com volume rigorosamente conhecido. Esta
mistura permanece em repouso (conservada em formalina) durante 12 horas, para
extraccdo dos componentes soluveis. Filtra-se e determina-se o teor em azoto numa
aliquota, pelo método de Kjeldahl. Os resultados foram expressos em percentagem
(m/m) e em percentagem relativamente ao azoto total (NSA%). Precisdo do método: +

0,01% (m/m).

Azoto ndo proteico (NNP)

O azoto nao proteico foi determinado ap6s precipitacdo dos componentes-azotados com
acido tricloroacético a 12%, filtracdo através de papel de filtro Whatman N.° 42 e

determinag¢do do azoto no filtrado pelo método Kjeldahl (Freitas et al., 1997). Os
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resultados foram expressos em percentagem (m/m) e em percentagem em relagdo ao

azoto total (NNP%). Precisdo do método: + 0,01% (m/m).

Azoto aminoacidico (NA)

Para a determinacdo do azoto aminoacidico usou-se a reaccao colorimétrica da
ninidrina, que determina a presenca de grupos de aminoacidos livres, por
espectofotometria de absor¢do molecular, a um comprimento de onda de 570 nm
(Moore, 1968; Pearce et al., 1988; Jovita, 1991). O espectrofotometro utilizado foi o
Schimadzu UV-160A. Os resultados sdo expressos em mg Leu/g queijo e em

percentagem relativamente ao azoto total (NA%). £0,0001 (mg Leu/g queijo).

3.2.2 — Avaliacao fisica

Na caracterizagdo fisica das amostras foram considerados os parametros viscoelasticos,

a analise de perfil de textura, bem como os pardmetros de cor.

Anélise de perfil de textura (TPA)

Na analise de perfil de textura usou-se o texturometro “Texture Analyser Model
TAHDIi®” (Stable Micro Systems, Godalming, UK), com uma célula de carga de 25 kg
“Interchangeable Low Force Load Cells Model LC/25”. O teste foi realizado em
penetragdo na pasta, com uma sonda cilindrica de aluminio de 20 mm de diametro, a
temperatura de 20 £ 1 °C. As condig¢des de teste programadas foram velocidade de teste
1,00 mm/s, tempo de repouso entre o primeiro e o segundo ciclo 5 s, profundidade de
penetracdo da sonda 20 mm. Foram assim obtidos os graficos forga vs tempo (3 réplicas
por amostra), onde se calcularam os parametros dureza (N), adesividade (-N.mm) e
coesividade (adimensional) (Alvarenga, 2000; Alvarenga e Sousa, 2001; Sousa, 2001;

Alvarenga et al., 2004; Pinho et al., 2004; Van-Hekken et al., 2005).

Pardmetros viscoelasticos (SAQOS)

As medi¢des reologicas dinamicas foram realizadas a 20 °C £ 1 °C, num redmetro de
tensdo controlada, modelo Rheometter RS-75 (Haake, Germany), com a geometria de
pratos paralelos com 20 mm de diametro, serrados para prevenir a derrapagem da
amostra (Rosenberg et al., 1995). Para determinar o limite da viscoelasticidade linear
foram efectuados, em todas as amostras, varrimentos de tensao (entre 0 e 2000 Pa), as

frequéncias de 1 Hz (primeiro e segundo ensaio) e 0,1, 1 e 10 Hz (terceiro ensaio).
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Os espectros mecanicos (varrimentos de frequéncia) foram realizados a tensdes
variaveis entre 50 e 200 Pa, dependendo dos resultados obtidos nos varrimentos de
tensao. Todos os varrimentos de frequéncia foram conduzidos com um intervalo de
oscilagdao da frequéncia entre 0,001 a 100 Hz. O teste foi conduzido em trés porgdes
diferentes resultando, assim, trés réplicas por amostra. Os resultados obtidos no
reémetro foram a variagdo, com a frequéncia, dos seguintes pardmetros: moddulo
conservativo (G, em Pa), modulo dissipativo (G”, em Pa), tangente dissipativa (tan 0,
adimensional) e viscosidade complexa (|n*|, em Pa.s). Posteriormente obtiveram-se os
seguintes parametros viscoelasticos: G'jy,, tan d1y,, log o € b. Os valores de log oo € b
foram obtidos pelo ajuste logaritmico dos dados experimentais a lei de poténcia de
acordo com a seguinte expressdo [n*| = aw™] ou [log [n*| = log o - bxlog w] (Kasapis

etal., 1997).

Cor

A analise instrumental de cor foi realizada com uma pistola colorimétrica Minolta
CR-300® (Minolta, Osaka, Japan). Os resultados foram obtidos a partir de um angulo
visual de 2° e foram expressos de acordo com o sistema de coordenadas CIELAB: L*
corresponde a luminosidade que varia entre 0 (preto) e 100 (branco), a* corresponde a
tonalidade verde/vermelho (-60 ¢ verde e +60 ¢ vermelho) e b* tonalidade azul/amarelo
(-60 ¢ azul e +60 ¢ amarelo). Antes das medi¢des o equipamento foi calibrado com um
padrdo branco (L* = 97,10; a* = -4,88; b* = 7,04). Foram efectuadas dez medigdes por

amostra: trés no centro do queijo e as restantes sete na borda (Minolta, 1991).

3.2.3 — Avaliacio sensorial

A caracterizacdo do perfil sensorial das amostras, através do método da analise
quantitativa descritiva (QDA — “quantitative descriptive analysis”) foi realizada apenas
no terceiro ensaio, onde esteve em causa a influéncia do tempo de congelagdo nas
propriedades sensoriais do queijo. Foram realizadas sete sessdes de avaliagdo sensorial
do queijo por um grupo de dezoito provadores seleccionados e \treinados (NP ISO
8586-1, 2001). As provas decorreram numa sala de provas com especificagdes

normalizadas (NP ISO 8586-2, 2001).

A metodologia utilizada na constitui¢cdo, seleccdo e treino do painel de provadores, foi

efectuada de acordo com as normas internacionais em vigor, bem como com recurso a
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terminologia aceite (ISO 3972, 1991; ISO 5492, 1992; Barcenas et al., 2000a, b;
Larrayoz et al., 2002; Barcenas et al, 2004) e encontra-se descrita em anteriores
trabalhos de andlise sensorial de queijo Serpa (Canada, 2001; Costa, 2006). A ficha de
prova, utilizada na obteng¢ao do perfil sensorial, apresenta-se na Figura 7.

ASPECTO

Espessura da crosta
Pouco Muito

Ligacdo da crosta a pasta
Pouco Muito

Cor da pasta
Branca Amarela

Olhos
Poucos Muitos

CHEIRO

Cheiro caracteristico
Pouco Muito

Cheiro amoniacal
Pouco Muito

TEXTURA

Textura granulosa
Pouco Muito

Textura amanteigada

Branca Muito
SABOR

Sabor picante

Pouco Muito

Sabor doce

Pouco Muito
Sabor salgado

Pouco Muito

Sabor acido
Pouco Muito

Sabor amargo
Pouco Muito

“FLAVOUR”

“flavour” caracteristico
Pouco Muito

“flavour” azedo
Pouco Muito

Persisténcia
Pouco Muito

Gosto residual
Pouco Muito

Figura 7 — Ficha de Prova para obteng@o do perfil sensorial.

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagdo na produgio de queijo de ovelha. 43



Capitulo 3 — Metodologias

Os atributos que se apresentam na ficha de prova, foram estabelecidos com a
participagdo do painel de provadores (Barcenas ef al., 2000a) e seleccionados de acordo
com os objectivos do trabalho. A descri¢do dos atributos sensoriais apresenta-se na
seccao 6.3.3 — Impacto da congelagdo nas propriedades sensoriais do queijo. Na
defini¢@o dos atributos foi realizada uma mesa redonda com os provadores, na presenca
de amostras de queijo Serpa ndo congeladas e amostras submetidas a congelagdo, de
forma que cada participante as descrevesse conforme considerasse oportuno. Finalmente
fez-se uma seleccao dos termos que melhor descrevessem o impacto da congelagdo nos
atributos sensoriais do queijo. Optou-se por fazer uma tabela simples, com poucos
atributos, tentando-se conjugar nao s6 atributos que pudessem estar relacionados com o
aparecimento de defeitos devido a congelagdo, mas também os caracteristicos do queijo

Serpa.

Para além da ficha apresentada na Figura 7, foi fornecida outra aos provadores, para

classificar os queijos numa escala de pior a melhor.

Os resultados das fichas foram convertidos numa escala quantitativa de 1 a 9, do
minimo ao maximo para cada atributo, com auxilio de um acetato com graduacdo em
cada uma das escalas, no sentido de dividir a escala continua da ficha de prova em

escala graduada com nove secgdes.

3.3 — Tratamentos estatisticos

Os tratamentos estatisticos usados dependeram do ensaio e dos objectivos em causa,
pelo que sdo justificados em cada capitulo/ensaio. Nesta fase, pretende-se fazer um
pequeno resumo dos objectivos gerais de cada metodologia. Todos os tratamentos e
graficos foram elaborados pelos “software” Microsoft Excel 2002 (Microsoft

Corporation, 2002) e Statistica 6.0 (StatSoft, 2001).

3.3.1 — Estatistica descritiva e analise de variancia a um factor

Os valores médios foram obtidos a partir de duas ou trés amostras semelhantes
(dependendo do ensaio) e, em cada amostra, foram utilizadas entre 3 ou 10 réplicas
laboratoriais (dependendo do parametro). Assim, cada valor médio esta associado a pelo

menos seis repeticdes (n = 6). Para além das médias dos atributos foram determinados
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os desvios padrdo, para incluir nas tabelas de resultados, bem como o intervalo de

confianga a 95%, que foi usado para a apresentacdo grafica das médias.

Para avaliar a existéncia de diferencas significativas entre os valores médios obtidos
para um determinado parametro, foi efectuado o teste de comparagdo de médias

"ANOVA post hoc comparisons Scheffé contrasts" (Montgomery, 1984).

3.3.2 — Técnicas exploratorias multivariadas

3.3.2.1 — Analise em componentes principais

A analise em componentes principais (ACP) ¢ aplicada no sentido de resumir um
grande nimero de dados experimentais (espaco multidimensional) num espaco com
poucas dimensdes (2 ou 3), sem se perder muita informacdo. A ACP ¢ baseada na
combinacdo linear das varidveis experimentais (atributos medidos), com variaveis
artificialmente produzidas designadas por componentes principais (CP’s), que formam
um espaco ortogonal (Gardnier, 1997). Estd em causa a reducdo de um espago
m-dimensional (varidveis originais) num outro com menor numero de dimensdes, uma
vez que, apenas incorpora as componentes principais significativas. A primeira
componente € a que contem maior variancia associada, seguindo-se a segunda e assim
sucessivamente, até perfazer m-componentes, cuja soma da variancia ¢ igual a soma da
variancia das varidveis originais (100%). De facto, as m-variaveis originais tém valor
proprio igual a 1, “pesam” todas o0 mesmo, enquanto que as m-componentes tém valor
proprio diferente de 1. A primeira componente ¢ a que tem maior valor proprio,
seguindo-se a segunda, e assim sucessivamente, sendo o somatério do valor proprio das
m-componentes, igual ao nimero de variaveis utilizadas na analise (Johnson e Wichern,
1998). A representagdo grafica das varidveis que contribuem para a explicacdo das
componentes principais, bem como as coordenadas das amostras no plano formado
pelas componentes principais (projec¢dao das amostras no plano principal), permite
reconhecer correlacdes existentes entre varidveis originais e estabelecer grupos de

amostras com comportamento semelhante, que seria mais dificil de analisar pela simples

observacao de numeros em tabelas.
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3.3.2.2 — Classificacido aglomerativa hierarquica (“cluster analysis”)

A classificacdo aglomerativa hierdrquica ¢ uma técnica exploratoria multivariada, em
que se pretende agrupar um certo numero de individuos em classes de elementos com
comportamento semelhante, ou obter uma familia de classificagdes, representando uma
certa hierarquia a partir de, por exemplo, as suas distdncias euclidianas no espago. Os

resultados foram apresentados sob a forma de um dendrograma (Dias, 1985).

3.3.2.3 — Regressao linear multipla

A regressao linear multipla (RLM) foi realizada no primeiro ensaio no sentido de obter
um modelo que permite estimar o tempo de cura de um determinado queijo a partir dos
parametros experimentais. O modelo assenta na equagdo Rt =Bo + Biyx1 + ... + Bu)n + &,
onde Rt representa o tempo de cura, y; ... ¥ s30 os parametros estudados, Bo... PBn
representam os coeficientes do modelo e € € um termo aditivo de erro. Na anélise usou-
se o modelo misto, por passos “stepwise”, que combina as técnicas de eliminagdo de
parametros a partir do conjunto inicial formado por todos os parametros analisados,
“backward elimination”, com a seleccdo de parametros de forma aditiva ou selecgdo

para diante (“forward selection”). O nivel de significancia escolhido para a seleccao de

variaveis foi 0,05 (Draper e Smith, 1998).
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CAPITULO 4 — “MONITORIZACAO DA EVOLUCAO DAS PROPRIEDADES

ESTRUTURAIS DO QUEIJO AO LONGO DA MATURACAO” (ENSAIO 1)

Resumo

A cremosidade da pasta dos queijos de ovelha obtidos a partir de leite de ovelha cru ¢
um atributo de qualidade essencial, que resulta das respectivas caracteristicas
estruturais. O conhecimento dos fenémenos que controlam o amolecimento da pasta
destes queijos ao longo da cura podera ajudar na tomada de decisdes pelos
transformadores. Com recurso a ensaios reologicos fundamentais, através dos testes
SAOS (“small amplitude oscillatory stress”), fez-se a monitorizagdo da cura de queijo
Serpa em dois produtores, usando-se amostras com 0, 3, 7, 14, 21, 35 e 42 dias de cura.
Os parametros reologicos foram complementados com parametros fisicos € quimicos,
no sentido de melhor explicar as modificagdes estruturais observadas. Os espectros
mecanicos das amostras no inicio da cura mostraram uma estrutura relativamente forte,
comparavel com um gel, com baixa dependéncia da frequéncia e, no final da cura, uma
estrutura relativamente fragil, compardvel a uma suspensdo concentrada de
macromoléculas, com um ponto de cruzamento (G = G) na zona inicial do espectro.
O modulo conservativo a frequéncia de 1 Hz decresceu de valores médios de cerca de
55 kPa, no inicio da cura, para valores médios de 10 kPa, até ao final da primeira
semana de cura (produtor A), ou da terceira semana (produtor B), e permaneceu
relativamente constante até ao final da 5% semana. Obtiveram-se correlagdes
significativas entre os pardmetros estruturais e os indicadores de protedlise. A andlise
em componentes principais evidenciou uma mudanga bastante visivel nas propriedades
estruturais das amostras nas primeiras 2-3 semanas de cura e uma estagnacdo nessas
propriedades até ao final da cura. Usando uma combinacao entre parametros quimicos,
de cor e reologicos foi possivel obter um modelo de regressao linear multipla, o qual
podera ser usado na determinagdo do tempo de cura dum queijo Serpa. Este modelo

apresentou um erro estimado de 1,7 dias (R2 ajustado = 0,98, P < 0,0001)

Palavras-chave: queijo de ovelha, estrutura, reologia, textura, cura, protedlise.
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4.1 — Introducao

Os queijos de ovelha de pasta semi-mole, produzidos a partir de leite de ovelha cru, sdo
muito apreciados pela suavidade da pasta amanteigada. As alteragdes ocorridas nas
propriedades destes queijos, ao longo da cura, tém sido objecto de estudos considerando
diferentes aspectos: proteodlise (Macedo et al., 1996b; Macedo e Malcata, 1997; Sousa et
al., 2001; Barros et al., 2003; Roseiro et al., 2003a; Tavaria et al., 2003; Pereira et al.,
2008), lipolise (Macedo et al., 1996b) e sob o ponto de vista microbiologico (Tavaria et
al., 2006). Sob o ponto de vista fisico, a evolucao das propriedades deste tipo de queijos
ao longo da cura estd pouco estudada, existindo apenas alguns estudos ao nivel da
textura ¢ da cor (Alvarenga e Sousa, 2001; Pinho ef al., 2004). No entanto, ¢ ao nivel

das propriedades viscoelasticas que existe maior défice de investigacao nesta area.

O queijo Serpa ¢ produzido no Baixo Alentejo, numa regido bem definida e protegida
com regulamento proprio (DR, 1987). E um queijo curado, obtido a partir de leite de
ovelha cru, de pasta gorda, semi-mole e amanteigada, com pelo menos 30 dias de cura,
produzido a partir da sinérese lenta da coalhada ap6s coagulacdo com uma infusdo de
cardo, Cynara cardunculus L. (DR, 1987; Roseiro et al., 2003a). A producao de acido
lactico, durante o periodo de cura, reduz o pH, promove a expulsdo do soro da coalhada,
inibe o crescimento de bactérias patogénicas e garante o predominio das bactérias
lacticas (Canada, 2001). Este ¢ o principal método de controlo ao alcance dos
produtores de queijo para diminuir o risco de transmissao de vectores potenciais
causadores de doenca (Zottola e Smith, 1991; Meyrand et al., 1998). Como o processo
de fermentacdo ndo ¢ instantaneo, had necessidade deste queijo ter um periodo minimo
de 30 dias de cura, por motivos de seguranga alimentar. Como foi referido
anteriormente, t€ém surgido alguns estudos onde se faz a estimativa do tempo de cura
(idade dos queijos) a partir das suas propriedades, utilizando o método de regressao
linear multipla (RLM) em queijos Portugueses (Pinho ef al., 2004; Ferreira et al., 2006)
e Espanhois (Poveda et al., 2004b).

Em termos gerais, pode-se afirmar que o comportamento viscoelastico do queijo ¢é,
principalmente, influenciado pelas propriedades do componente principal que forma a
fase continua da sua estrutura, ou seja, a proteina. Os outros constituintes maiores do
queijo, como a gordura e a humidade, contribuem para este comportamento através da
modifica¢ao das propriedades da rede proteica (Zalazar et al., 2002; Gunasekaren e Ak,

2003). Existem numerosos factores, como a protedlise, a temperatura ¢ o pH, que
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também tém uma grande influéncia no comportamento viscoeldstico dos queijos (Park,
2007). Os testes SAOS “small amplitude oscillatory stress” possibilitam a quantificagdo
do efeito elastico e viscoso em simultaneo (Gunasekaren e Ak, 2003). A resposta
elastica no queijo ¢ devida, essencialmente, as ligagdes proteina-proteina. A dissipagao
viscosa no queijo pode ser devida ao escoamento do proprio material constituinte da
matriz, ou seja a proteina, mas também ao fluxo de liquido através da matriz, ou ainda
devido ao movimento de outros componentes estruturais entre eles, causando fric¢ao

(Luyten et al., 1991; Park, 2007).

A textura também ¢ afectada pelos factores que determinam a estrutura, como a
humidade, o sal, o pH e o grau de protedlise (Watkinson et al., 2001; Attaie, 2005; Park,
2007). No inicio da cura, a textura da pasta ¢ determinada pela composi¢ao do leite,
especialmente pela razdo gordura/caseina (Bryant et al., 1995) e pelas operagdes de
fabrico, uma vez que estas controlam a extensdo da sinérese (Cunha et al., 2002),
condicionando, a humidade do queijo em fresco e, desta forma, a evolucdo da textura ao

longo da cura.

A protedlise ¢ o evento mais complexo ocorrido durante a cura e, possivelmente, o
evento mais importante para o desenvolvimento da textura (Grappin et al., 1985; Rank
et al., 1985; Sousa et al., 2001). As mudangas de textura, ocorridas durante a cura, nao
sao iguais em todos os queijos. Nalguns casos, observa-se um amolecimento do queijo,
devido a predominancia do efeito da proteodlise das caseinas (Noomen, 1983; Al-Otaibi
e Wilbey, 2006); noutros, observa-se um endurecimento devido a predominancia do
efeito de secagem (Buffa et al., 2001; Pinho et al., 2004; Attaie, 2005; Awad, 2006).
Estes efeitos opostos, da secagem e da protedlise, nas propriedades reoldgicas do queijo
foram explicados anteriormente da seguinte forma: a protedlise reduz o modulo
conservativo, enquanto que a secagem tem um efeito oposto (Dewettinck et al., 1999).
O amolecimento, induzido pela proteolise, ¢ mais evidente quando o queijo é produzido
a partir de leite cru (Rosenberg ef al., 1995). A secagem provoca uma concentragdo das
moléculas soluveis, diminuindo a mobilidade da agua e aumentando a elasticidade
(Stampanoni ¢ Noble, 1991). Dentro do processo de cura de um queijo, podem haver

fases onde se observa o amolecimento e fases onde se observa o endurecimento.

A glicdlise, em queijos produzidos a partir de leite de ovelha cru, ¢ garantida por
bactérias lacticas nativas. A lactose residual é convertida em acido lactico e, a extensao

da acidificacdo, tem impacto na textura dos queijos devido a desmineralizagdo das sub-
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micelas de caseina (Fox et al., 1999; Pinho et al., 2004). A taxa de acidificacdo, na
primeira fase da cura, tem importancia fundamental nas propriedades estruturais das
proteinas, uma vez que o abaixamento de pH promove a desmineralizacdo e
enfraquecimento do gel, influenciando os parametros de textura/estrutura (Ramkumar et
al., 1998; Watkinson et al., 2001; Park, 2007). Com o abaixamento de pH, as sub-
micelas de caseina ficam sujeitas a uma perda de fosfato de calcio coloidal, causando
uma dissociagdo progressiva das sub-micelas em agregados de caseina mais pequenos.
Esta alteracdo, na rede proteica, contribui para uma alteracdo das propriedades

reologicas do queijo (Ramkumar ef al., 1998).

Neste ensaio, tomaram-se como base amostras de queijo Serpa, no sentido de
concretizar os seguintes objectivos: (i) monitorizar a evolugdo das propriedades do
queijo de ovelha de pasta semi-mole obtido a partir de leite de ovelha cru, ao longo da
cura, considerando os parametros reoldgicos (espectro mecanico, médulo conservativo
G'1u,, tangente dissipativa tand;y, € viscosidade complexa n*|), os parametros de perfil
de textura - TPA (dureza, adesividade e coesividade), os parametros de cor (L*, a* b*) e
os parametros quimicos (humidade, gordura, acidez, pH, azoto total, azoto soluvel em
agua, azoto nao proteico, € azoto aminoacidico); (ii) determinar correlacdes entre os
parametros reoldgicos e quimicos; (iii) desenvolver um modelo de regressao linear
multipla, capaz de determinar o tempo de cura (idade dos queijos) a partir das suas

propriedades fisicas e quimicas.

4.2 — Material e métodos

4.2.1 — Delineamento experimental

Neste ensaio foram usadas 28 amostras de queijo, com cerca de 0,8 kg, provenientes de
dois produtores de queijo Serpa, seleccionados pela qualidade e regularidade da
producdo, os quais passamos a designar por produtor A e produtor B. O método de
producao de queijo foi semelhante em ambos os produtores. Os queijos foram obtidos
pela coagulacdo do leite (30 °C/45 min) a partir duma infusdo de flor de cardo, Cynara
cardunculus L., sinérese lenta da coalhada, prensagem manual, moldagem e curado
durante 42 dias. Na cura foram usadas duas camaras: nas duas primeiras semanas, 0s
queijos permaneceram na primeira cdmara a uma temperatura de 8-9 °C e uma

humidade relativa de 92-97%. No final desta fase, os queijos foram lavados, cintados
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com um pano e passaram para a segunda camara de cura, onde permaneceram a
temperatura de 10-13 °C com humidade relativa de 85-90% (Canada, 2001; Roseiro et
al.,2003c¢).

Em ambos os produtores, as amostras pertenciam ao mesmo lote de fabrico, mas foram
colhidas com diferentes tempos de cura. No produtor A foram colhidos grupos de 2
queijos apos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de cura. A analise preliminar dos resultados do
produtor A, revelaram a necessidade de testar amostras de queijos com 3 e 42 dias de
cura. Consequentemente, no produtor B, foram colhidas amostras de queijo ap6s 0, 3, 7,
14, 21, 28, 35 e 42 dias de cura. Na Tabela 2 pode observar-se o desenho experimental e

a codificagdo utilizada para as amostras

Tabela 2 — Plano de amostragem do ensaio 1.

Tempo de cura

Amostra Produtor (Dias) Codigo
1 A 0 A0
2 A 0 A0
3 A 7 A7
4 A 7 A7
5 A 14 Al4
6 A 14 Al4
7 A 21 A21
8 A 21 A21
9 A 28 A28
10 A 28 A28
11 A 35 A35
12 A 35 A35
13 B 0 B0
14 B 0 BO
15 B 3 B3
16 B 3 B3
17 B 7 B7
18 B 7 B7
19 B 14 B14
20 B 14 B14
21 B 21 B21
22 B 21 B21
23 B 28 B28
24 B 28 B28
25 B 35 B35
26 B 35 B35
27 B 42 B42
28 B 42 B42

As amostras de queijo foram transportadas para o laboratério em malas térmicas e as
analises laboratoriais foram iniciadas no mesmo dia. A preparagdo da amostra foi

descrita no Capitulo 3.

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagido na produgio de queijo de ovelha. 51



Capitulo 4 — Monitorizag@o da evolugdo das propriedades estruturais do queijo ao longo da maturacao

4.2.2 — Procedimentos laboratoriais

A caracterizacdo quimica consistiu na determinacdo dos seguintes parametros: pH,
acidez tituldvel, azoto total (NT), azoto soluvel em 4gua (NSA), azoto ndo proteico
(NNP), azoto aminoacidico (NA), bem como parametros obtidos por calculo indirecto,
nomeadamente residuo seco, humidade referida ao queijo isento de gordura (HQIG),
gordura no residuo seco (GRS), percentagem de azoto soluvel ou coeficiente de
maturacdo (NSA%), percentagem de azoto ndo proteico (NNP%) e percentagem de
azoto aminoacidico (NA%). Na caracterizagdo fisica usaram-se os parametros de cor
L*, a* e b*, os parametros de textura dureza, adesividade e coesividade e os parametros
viscoelasticos moédulo de conservacdo G'jpy,, tangente dissipativa tan Oy, log oo e b

(descritos no Capitulo 3).

4.2.3 — Analise estatistica

As determinagdes quimicas, texturais e viscoeldsticas foram realizadas em triplicado (2
amostras, 3 réplicas, n = 6) enquanto que para a cor foram usadas 10 réplicas (2
amostras, 10 réplicas, n = 20). Para avaliar a qualidade dos resultados laboratoriais,
obtidos para cada um dos pardmetros foi usada estatistica descritiva, através da
determinagdo da média, desvio padrado, erro e intervalo de confianga da média a 95%,
por amostra. Para monitorizar a evolugdo das propriedades das amostras de queijo ao
longo da cura, foram efectuadas andlises de variancia a um factor (teste de Scheffé para
comparagdo de médias), andlise de correlagdes e andlise de componentes principais.
Para estimar o tempo de cura do queijo Serpa usou-se a regressao linear multipla

descrita anteriormente (3.3 — Tratamentos estatisticos).

4.3 — Resultados e discussao

4.3.1 — Monitorizacao da evolucio das propriedades do queijo

As médias, desvios padrao, e resultados da andlise de varidncia, obtidos na
caracterizacdo fisica e quimica das amostras de queijo ao longo do tempo de cura,
encontram-se na Tabela 3 (produtor A) e na Tabela 4 (produtor B). Na maioria dos
casos, observaram-se diferencas significativas (P < 0,05) na evolugdo das propriedades
analisadas ao longo da cura. Foi também possivel observar, em ambos os produtores,

um aumento no desvio padrdao da maioria dos parametros ao longo da cura. Isto deve-se
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ao facto de o queijo ser um produto que depende da actividade bioldgica. Na fase inicial
da cura nido houve diferenciacdo das amostras, porque foram preparadas a partir do
mesmo lote, apresentando valores de desvios-padrao baixos mas, quando as amostras
foram para a camara de cura, observou-se uma diferenciagdo ao longo do tempo,

resultando no aumento dos valores de desvio padrao.

Ainda em relacdo ao desvio padrdo no final da cura observaram-se valores inferiores no
produtor B, quando comparados com o produtor A. Isto significa que o produtor B
apresentou condigdes de cura que garantiram uma maior homogeneidade nos queijos do

mesmo lote.

Os parametros de textura e as caracteristicas viscoelasticas ddo-nos informagdes sobre a
estrutura do material. Em termos gerais, nos parametros de textura, observou-se uma
diminui¢do da dureza (a excepgdo dos primeiros dias de cura) e um aumento da
adesividade e da coesividade. Nos pardmetros viscoelasticos observou-se uma
diminui¢cdo do modulo conservativo (& excep¢do dos primeiros dias de cura) e dos
valores de b e log a, bem como um aumento da tangente dissipativa. Das propriedades
reoldgicas, foi a dureza e o mddulo de conservacao a 1 Hz que mais evoluiram ao longo
da cura. A dureza das amostras diminuiu de 16 N para 4 N, aproximadamente,
dependendo do produtor, o que representa uma reducao de cerca de quatro vezes. No
caso do modulo conservativo, a reducao foi de cerca de 54 kPa para cerca de 9 kPa,
representando uma reducdo superior a seis vezes. A evolucdo destes parametros so
encontrou paralelo na evolucdo do NA%, que ¢ uma propriedade muito influenciada

pela actividade enzimatica.
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Para descrever o comportamento viscoeldstico, foram realizados testes SAOS “small
amplitude oscillatory stress”. Nestes testes ¢ necessario ter a garantia de que as tensoes
aplicadas ao material ndo provocam a destrui¢do da estrutura, ou seja, tratam-se de
testes nao destrutivos. Assim, antes dos varrimentos de frequéncia (espectros
mecanicos), foi necessario realizar varrimentos de tensdo para determinar o limite da
viscoelasticidade linear (LVE) e a tensdo a aplicar no varrimento de frequéncia. Na
Figura 8, podem-se observar os varrimentos de tensdo médios obtidos para os diferentes

tempos de cura.
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Figura 8 — Varrimentos de tensdo médios das amostras aos 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de
cura (o = 1Hz).

Com base nestes resultados, para os espectros mecanicos (varrimento de frequéncias)
aplicou-se uma tensdo de 200 Pa nas amostras até a segunda semana (m ¢ A ) ¢ uma
tensdo de 50 Pa a partir da terceira semana até ao fim da cura (x O + -). Na Figura 8
podemos observar que a regido de viscoelasticidade linear foi maior nas primeiras
semanas de cura, do que no final. Isto quer dizer que as amostras apresentavam uma
maior estruturacdo interna no inicio da cura e, assim, maior capacidade de resistir a

tensdes mais elevadas, sem haver destruicao da estrutura interna.
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Pelo que ficou descrito e pela andlise das Tabela 3 e Tabela 4, pode-se referir que o
comportamento viscoeldstico das amostras foi semelhante em ambos os produtores, pelo
que se apresentam, a titulo de exemplo, os espectros mecanicos médios do produtor B,

por ser neste que existiram maior numero de observacdes, ao longo da cura (Figura 9).
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Figura 9 — Espectros mecanicos médios das amostras com 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 ¢ 42 dias cura
(G'-meAe;G" -0 Ao

Nas primeiras semanas de cura, a componente eldstica apresentou-se bastante superior a
componente viscosa, em todo o espectro de frequéncias, indicando um grau
relativamente elevado de estruturagcdo do queijo. Com o passar do tempo, observou-se

uma descida nos valores de ambos os modulos. No entanto, a descida do modulo
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conservativo (G') foi superior a descida do modulo dissipativo (G”) e, no final da cura,
as duas linhas encontravam-se mais proximas sendo que, nalguns casos, até se
cruzavam para valores baixos de frequéncia. Assim, a medida que se aproximou o fim
da cura observou-se, simultaneamente, uma aproximagdo dos modulos € uma redugao
nos seus valores, indicando que a estrutura foi-se tornando cada vez mais débil, ou seja,
as amostras foram perdendo propriedades elasticas, ganhando propriedades viscosas e

apresentando uma pasta cada vez mais fluida e amanteigada.

Em todas as amostras observou-se dependéncia das propriedades viscoelasticas com a
frequéncia. No inicio da cura, as curvas de G’ e G” eram praticamente lineares. No
grafico, G' e G” tinham um tracado quase recto e paralelo. Assim, para caracterizar as

amostras, recorreu-se a determinacao do valor de G’ a frequéncia de 1Hz.

Resumindo, a observacao dos espectros mecanicos (Figura 9) indicou uma estrutura
relativamente forte, comparavel com um gel, com baixa dependéncia da frequéncia no
inicio da cura, especialmente nas amostras dos O aos 21 dias. No fim da cura,
nomeadamente nas amostras dos 28 aos 42 dias, observou-se uma estrutura mais débil,
comparada com uma suspensao concentrada de moléculas, com ponto de cruzamento
“crossing point” entre os valores de G’ ¢ G” (na parte esquerda do grafico) e ambos os
modulos altamente dependentes da frequéncia (Franco et al., 1998). Os perfis de textura
da pasta das amostras apresentam-se na Figura 10. Numa primeira andlise, pode-se
observar que os resultados obtidos pelas duas metodologias reologicas sao concordantes
existindo, neste caso, uma grande ligacdo entre o método fundamental (SAOS) e o
método empirico (TPA). A comprovar a concordancia entre estes resultados, a

correlagdo entre os valores de G'jy, € a dureza foi de 0,961 (P < 0,0001).

Nos primeiros 14 dias de cura, as curvas de perfil de textura apresentaram
comportamentos de um material com propriedades predominantemente solidas,
observando-se um ponto de fractura nos primeiros segundos da penetragdo da sonda
(Szczesniak, 1963). A partir do 21° dia de cura, as curvas ndo evidenciaram ponto de
fractura, sendo um perfil tipico de um fluido predominantemente viscoso. Nas amostras
de 21 e 28 dias de cura, nao houve ponto de fractura, mas observou-se um declive na
fase inicial da curva decrescente, indicando que existia alguma estrutura que ia cedendo

a medida que a sonda penetrava.
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Forca (N)

20,00

Tempo (3)

Figura 10 — Perfil de textura médio da pasta das amostras com 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 ¢ 42 dias
cura.

Nas duas ultimas semanas de cura, o declive inicial da curva era crescente, o que indica
que a estrutura era ainda mais débil e suave, revelando-se a existéncia de escoamento
num material mais viscoso € menos elastico que o inicial. Apesar da anélise qualitativa
dos espectros mecanicos e do perfil de textura, as propriedades estruturais podem ser
observadas, em termos quantitativos, a partir dos valores médios de dureza e modulo

conservativo a 1 Hz, apresentados na Figura 11.

Em termos gerais, os valores de dureza decresceram ao longo da cura, desde valores de
cerca de 15 N no inicio, para valores de cerca de 5 N no final da cura, em ambos os
produtores (P < 0,05, Figura 11a). Da mesma forma, os valores de G, decresceram de
cerca de 55 kPa para cerca de 10 kPa (P < 0,05) nos primeiros 7 dias (produtor A) e 21
dias (produtor B) e, posteriormente, permaneceram estaveis até ao final da cura (Figura
11b). No produtor B, estas propriedades evidenciaram um ligeiro aumento no inicio do
processo de cura e até ao 7° dia e s6 depois os valores comecaram a decrescer, tendo

este decréscimo apresentado uma taxa inferior, quando comparado com o produtor A.
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Figura 11 — Evolugdo dos valores médios da dureza (a) e do médulo conservativo (b) nas
amostras do produtor A (—o—) e do produtor B (----m----) durante a cura. Barras de erro em Y
representam o intervalo de confianga a 95%.

Apesar das dinamicas de cura serem diferentes, para os dois produtores, observou-se
que os valores médios destes dois pardmetros foram semelhantes no inicio e no fim da
cura, evidenciando que o processo de fabrico e de condugdo da maturagdo leva a um

produto final com identidade prépria, independentemente do local de produgao.

O decréscimo acentuado, observado nos valores médios destes parametros nas primeiras
semanas de cura, deve-se a uma variagdo drastica da estrutura interna ¢ coincide com
um periodo em que a actividade enzimatica ¢ intensa. Os valores médios de dureza e
G'1uz, no final da cura, sdo consistentes com valores obtidos noutros estudos
envolvendo queijo de ovelha de pasta semi-mole (Alvarenga et al., 2004). De acordo
com estes resultados, a dureza e o mddulo conservativo podem ser considerados como

indicadores estruturais do queijo.

Na Figura 12 pode-se observar a evolucao dos valores médios de humidade e gordura ao
longo da cura. A humidade (Figura 12a) diminui ao longo da cura, encontrando-se
diferencgas significativas essencialmente nos primeiros 15 dias (P < 0,05). Quanto a
gordura (Figura 12b) observou-se um aumento percentual, sendo mais acentuado nos

primeiros 14 dias de cura, devido a perda de agua.
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Figura 12 — Evolugdo dos valores médios da humidade (a) e da gordura (b) nas amostras do
produtor A (—o—) e do produtor B (----m----) durante a cura. Barras de erro em Y representam
o intervalo de confiang¢a a 95%.

Quanto as fraccdes azotadas (Figura 13) observou-se, como era de esperar, uma
evolucdo muito significativa ao longo da cura: no final da cura os valores de NSA% e
NNP% eram cerca de duas vezes superiores aos iniciais. J& os valores de NA%

apresentaram-se seis vezes superiores.

O valor de NSA%, normalmente designado por coeficiente de maturacdo, registou um
aumento acentuado e significativo nos primeiros dias de cura, nomeadamente nos
primeiros 14 dias para o produtor A e 21 dias para o produtor B (Figura 13). Neste
periodo de tempo assistiu-se a primeira manifestacdo da protedlise, com o aparecimento
da fraccdo soluvel (Jovita, 1991). A partir do 21° dia, o aumento em azoto soluvel, e
respectivo coeficiente de maturacgdo, ficou limitado pela diminui¢do de humidade e pela
escassez de substrato para as enzimas, deixando de apresentar diferencas significativas
na maioria dos casos. Em relacdao aos valores médios de frac¢do de azoto nao proteico,
observou-se uma fase de estabilidade inicial, ou até de decréscimo, como foi o caso

observado no produtor B, e depois uma fase de aumento a partir do 7° dia de cura.

Comportamento semelhante foi observado para os valores médios da fraccdo de azoto
aminoacidico. No entanto, na fase inicial, observou-se um ligeiro aumento dos valores,
mas com um declive baixo, tendo estes valores aumentado acentuadamente a partir do

21° dia de cura.
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Figura 13 — Evolucao dos valores médios das fraccdes NSA% (a) NNP% (b) e NA% (c¢) nas
amostras do produtor A (—o—) e do produtor B (----m----) durante a cura.

Como ja foi referido, a fraccdo ndo proteica e aminoacidica representam o grau de
profundidade da protedlise, isto €, até que ponto estdo, as proteinas e os péptidos, a ser
degradados. As amostras do produtor A eram mais hidrolisadas, a partida, do que as do
produtor B, pois apresentavam grau de profundidade da protedlise superior. Para além
disso, a evolugao do processo de protedlise também foi mais acelerada no produtor A do
que no produtor B. Estas diferencas experimentais, observadas nas amostras dos
diferentes produtores, revelaram-se importantes para entender as diferencas na evolugo
do processo de amolecimento dos queijos, quando sdo conjugadas com a evolugdo dos

parametros estruturais.
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De referir que o fabrico de queijo, sendo um processo predominantemente bioquimico,
ndo se pode dividir em fases completamente estanques, existindo alguma continuidade e
sobreposicdo nos processos. Com a observagdo das diferencas entre as taxas de
amolecimento e de protedlise, pode-se deduzir que os queijos obtidos no produtor A ja
se encontravam em processo de protedlise no inicio da cura, ao contrario dos queijos
provenientes do produtor B, em que se notou uma fase latente, nitida nos resultados de
azoto nao proteico (Figura 13b). Esta fase latente também se observou no perfil de
acidez para o produtor B (Figura 14a) e pode ser uma das justificagdes para o facto da
pasta das amostras do produtor B ter um atraso no processo de amolecimento (Tabela 4,

Figura 9, Figura 10 e Figura 11).

No inicio do estudo (0 dias), as amostras de queijo provenientes de ambos os produtores
apresentavam indicadores estruturais semelhantes (Figura 11). No entanto, ¢ evidente
um atraso no processo de maturacdo das amostras do produtor B. Este atraso pode ser
explicado pelos valores elevados de taxa de secagem apresentados nas amostras deste
produtor (Figura 12a: -0,51% de humidade por dia no produtor B, contra -0,31% de
humidade por dia no produtor A). Este atraso foi ainda apoiado, durante a primeira
semana de cura, pelo decréscimo inicial no indicador de protedlise, NNP%, evidente na

Figura 13b para o produtor B.

Roseiro et al. (2003a), que estudaram queijos de ovelha de pasta semi-mole,
encontraram uma dependéncia da protedlise em relagdo ao processo de produgdo. Esta
diferenga pode também ser explicada pelo facto de as dindmicas de maturacdo dos
queijos de ovelha, obtidos a partir de leite cru, dependerem da qualidade do leite,
nomeadamente da qualidade e quantidade de microrganismos e enzimas nativas

(Tavaria et al., 2006).

Na Figura 14 pode-se observar a evolugdo dos valores médios de acidez e pH ao longo
da cura. A acidez aumentou desde o 1° dia de cura até ao 14° dia (produtor A), e até ao
21° dia (produtor B), seguida de um ligeiro decréscimo até ao final da cura, na maioria
dos casos com diferencas significativas. A subida da acidez foi muito evidente entre o
7° e o 14° dia, o que se pode explicar pelo desenvolvimento intenso de bactérias
acidificantes nesta fase e pela conversdo da lactose residual em acido lactico (Lawrence

etal., 1987).
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Figura 14 — Evolugdo dos valores médios da acidez (a) e do pH (b) nas amostras do produtor A
(—o0—) e do produtor B (----m----) durante a cura. Barras de erro em Y representam o intervalo
de confianga a 95%.

No final da cura observou-se um decréscimo da acidez, também com diferengas
significativas, que pode ser atribuida a utilizacdo do acido lactico, com formagdo de

produtos neutros ou alcalinos (McSweeney e Fox, 1993; Watkinson et al., 2001).

Como era de esperar, os valores de pH evoluiram de forma idéntica, mas oposta. No
final da cura o pH médio, registado, foi de 5,6 no produtor A e 5,7 para o produtor B, e
estes dados estdo de acordo com os obtidos noutros estudos sobre queijo Serpa
(Alvarenga, 2000; Canada, 2001). O decréscimo inicial dos valores de pH deveu-se a
fermentacao da lactose do queijo, com formagao de acido lactico e foi importante para
prevenir o crescimento de bactérias patogénicas. O valor minimo de pH médio
observado nas amostras de ambos os produtores (Figura 14b) foi diferente. O valor
minimo de pH foi superior em amostras de queijo provenientes do produtor A (pH 5.,4),
do que nas amostras de queijo provenientes do produtor B (pH 5,1). Apesar disso, os
valores de pH observados nas amostras de ambos os produtores, no final da cura, foram
semelhantes. Com o abaixamento dos valores iniciais de pH, observou-se uma reducao
significativa do comportamento eléstico da estrutura do material, observando-se uma
subida no modulo conservativo e na dureza. Repare-se que o perfil de evolugao de pH
(Figura 14b) foi o que mais se assemelhou ao perfil da evolugcdo das propriedades
estruturais (Figura 11). A partir destes resultados, ndo se pode dissociar o amaciamento
ocorrido na pasta ao longo da cura, do abaixamento de pH. Deve-se relembrar que, com

o abaixamento de pH, ha uma perda de fosfato de calcio coloidal, conhecida como
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desmineraliza¢do das sub-micelas, causando um enfraquecimento das liga¢des da rede
proteica e a progressiva dissociagdo das sub-micelas, em agregados de caseina mais

pequenos (Ramkumar ef al., 1998; Boutrou et al., 2002; Hassan et al., 2004)

A partir da informagdo obtida nas figuras acima referidas, podemos reforcar a hipotese
que o amolecimento destes queijos se deve aos efeitos simultdneos da actividade
proteolitica, associada a uma desmineralizacdo das micelas causada pelo abaixamento
de pH. Para apoiar esta hipdtese, determinaram-se as correlagdes e o nivel de
significancia entre os indicadores estruturais (dureza ¢ moddulo conservativo), os

indicadores de proteodlise (NNP% e NA%), o pH, a humidade e a acidez (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultados das correlagoes (r) e valores de significancia (P) entre o moddulo
conservativo e a dureza em relagdo a humidade, ao pH, a acidez, e aos indicadores de protedlise
(NNP% e NA%).

Moédulo conservativo Dureza
(Pa) N)
r P r P
Humidade % (m/m) 0,724 0,042 0,682 0,063
NNP% -0,836 0,010 -0,921 0,001
NA% -0,788 0,020 -0,878 0,004
Acidez (ml NaOHN/100g) -0,759 0,029 -0.639 0,088
pH 0,767 0,026 0,654 0,079

Nota: para a determinagdo das correlagdes usaram-se as amostras do produtor B, pois foi neste que se
utilizaram maior niimero de pontos de amostragem, valorizando o ensaio de correlagdes.

O moédulo conservativo apresentou valores de correlagdes significativas com todos os
parametros estudados (P < 0,05). No entanto, o pardmetro que apresentou correlacao
mais significativa com o mddulo conservativo foi a percentagem de azoto nao proteico:
r=-0,84 e P = 0,01. A dureza apresentou correlacdes significativas apenas com 0s
indicadores de proteolise. As correlagdes observadas entre os indicadores de proteolise e
os indicadores estruturais apresentaram, como seria de esperar, valores negativos. A
correlagdo mais elevada e mais significativa, menor valor de P, observou-se entre a

dureza e o valor de NNP% (-0,92; 0,001).

A correlagdo entre a humidade e o mddulo conservativo foi significativa (P < 0,05). No
entanto, o sinal desta ¢ contrdrio ao que seria espectavel se houvesse influéncia do

processo de secagem nas propriedades estudadas. Ou seja, se as alteragdes estruturais
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fossem influenciadas pelo processo de secagem, seria espectavel uma correlagdo
significativa e negativa entre a humidade e o mddulo elastico, e entre a humidade e a
dureza. Isto significa que o efeito endurecedor da secagem, na estrutura do queijo, foi

mascarado pelo efeito amaciador da protedlise e do pH. Como veremos, estes resultados

serdo apoiados pela andlise em componentes principais.

Os resultados médios da avaliagdo da cor da pasta das amostras de queijo podem ser
observados na Figura 15.
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Figura 15 — Evolugdo dos valores médios dos parametros de cor L* (a), a* (b) e b* (c) nas
amostras do produtor A (—o—) e do produtor B (----m----) durante a cura. Barras de erro em Y
representam o intervalo de confianca a 95%.

Nos parametros de cor, os valores de L* e de a* diminuiram, enquanto que os valores

de b* aumentaram, tendo-se observado diferengas significativas (P < 0,05) para a
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generalidade dos valores. A luminosidade variou de valores a volta dos 90 para valores
préoximos de 80 (dependendo do produtor), o valor de a* decresceu de cerca de -3 para
cerca de -5 (dependendo do produtor) e os valores médios de b* aumentaram de 12 para
19 no produtor A e de 10 para 15 no produtor B. Assim, ao longo da cura, as amostras
tornaram-se mais escuras, mais amarelas e ligeiramente mais esverdeadas. Em termos
gerais, os resultados médios de cor estdo de acordo com os resultados encontrados

noutros queijos portugueses (Pinho et al., 2004).

4.3.2 — Analise em componentes principais

Para avaliar a evolugdo das propriedades das amostras ao longo da cura foi utilizado o
método da andlise em componentes principais (ACP), a partir dos resultados de
amostras de ambos os produtores, referentes a 13 atributos, nomeadamente: a humidade,
0 azoto total, o azoto solivel em agua, a gordura, o pH, os parametros de cor L* a* e b*,
a dureza, a adesividade, a coesividade, o G'1yy, € a tan d,y,. Na Tabela 6 apresentam-se

os valores proprios € a extracgao dos componentes principais.

Tabela 6 — Valores proprios e extracgdo dos componentes principais.

Componente Valor proprio Variancia Valor proprio Variancia
principal (%) acumulado acumulada (%)
1 8,37 64,41 8,37 64,41
2 1,88 14,46 10,25 78,87
3 0,93 7,17 11,19 86,05
4 0,78 5,98 11,96 92,03
5 0,38 2,96 12,35 94,99
6 0,23 1,77 12,58 96,76
7 0,14 1,07 12,72 97,83
8 0,09 0,69 12,81 98,52
9 0,08 0,60 12,89 99,12
10 0,06 0,48 12,95 99,60
11 0,02 0,19 12,97 99,79
12 0,02 0,13 12,99 99,92
13 0,01 0,08 13,00 100,00

incipais expli o da variancia: 0
Os dois primeiros componentes principais explicaram 78,9% da variancia: 64,4% para o

primeiro componente e 14,5% para o segundo. SO estes componentes foram
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significativos, uma vez que sao os que apresentaram valor proprio superior a 1. Estando
em andlise 13 atributos, a partida, cada um deles tem o valor proprio de 1. Com esta
metodologia, estes 13 atributos sdo transformados em 13 componentes, redefinindo o
espago ¢ passando a ter valores proprios diferentes. Assim, por terem valor proprio
superior a 1, definiram-se os dois primeiros componentes como componentes principais:

o primeiro teve valor proprio de 8,4 e o segundo valor proprio 1,9.

Para perceber a importancia relativa de cada atributo em relagdo a cada um dos dois
primeiros componentes principais, determinaram-se os coeficientes de correlagdo entre

os atributos (parametros originais) € os componentes principais (Tabela 7).

Tabela 7 — Coeficientes de correlacdo entre os atributos (variaveis iniciais) ¢ os dois primeiros
componentes principais.

Componente
Atributo CP1 CP2
Humidade % (m/m) -0,866* -0,284
Azoto total % (m/m) 0,831* 0,342
Azoto soltvel em agua % (m/m) 0,916* -0,316
Gordura % (m/m) 0,903* 0,143
pH -0,646 0,321
Cor L* -0,635 0,701%*
Cor a* -0,840* -0,350
Cor b* 0,893* 0,395
Dureza (N) -0,907* -0,189
Adesividade (-N.mm) 0,414 -0,731*
Coesividade 0,585 -0,345
Médulo conservativo 1y, (Pa) -0,909%* 0,006
Tangente dissipativa jy, 0,889* -0,029

* correlagdes significativas (r > 0,7).

Os resultados da analise mostraram que o 1° componente principal, CP1, ¢ explicado,
com maior peso, pela humidade, cor a*, dureza e mdédulo conservativo iy, (com valores
de correlacdo negativos) e pelo azoto total, azoto soluvel em agua, gordura cor b* e
tangente dissipativa 1y, (com valores de correlagdo positivos). O 2° componente

principal, CP2, ¢ explicado pela cor L* (com valor de correlacdo positivo) e pela
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adesividade (com valor de correlacdo negativo). Assim, na Figura 16 pode-se observar a

distribui¢do dos atributos no plano principal formado pelos dois primeiros componentes.

Repare-se que a humidade foi o parametro que se apresentou mais proximo dos
parAmetros estruturais (dureza e modulo conservativo). A primeira vista poderia
significar que a humidade teve influéncia na evolugdo da estrutura da pasta. No entanto,
para isto ter acontecido, a humidade teria que se encontrar no lado oposto a dureza e ao
modulo conservativo no eixo CP1, uma vez que a dgua tem propriedades plastificantes
(Oliveira et al., 1999) e, a diminuicdo de humidade por secagem, provocaria um

aumento das propriedades elasticas, mantendo os outros factores.
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Figura 16 — Distribui¢do dos atributos no plano principal.

O facto da humidade ser explicada pelo mesmo eixo que a dureza e o moddulo
conservativo e se encontrar do mesmo lado do eixo significa que, durante o periodo de
cura, o efeito da humidade nas propriedades estruturais ndo se fez sentir. A apoiar estes
resultados, encontram-se correlagdes com sinal positivo entre a humidade e os
parametros estruturais, exibidos na Tabela 5, conforme discutido anteriormente. Ambos

os resultados observados nestas duas analises ndo poderiam ocorrer, caso o efeito da
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humidade, nas propriedades estruturais, prevalecesse aos efeitos simultaneos da
proteolise e da descida do pH. Se tal ocorresse, a humidade teria de estar do lado oposto
a dureza e ao modulo conservativo e a correlacdo entre a humidade ¢ o moddulo

conservativo teria que ser negativa.

Pelo contrario, o facto do azoto soluvel se encontrar proximo da tangente dissipativa e
do pH se encontrar proximo do modulo conservativo, quer dizer que estes dois
parametros influenciam as propriedades estruturais. Ao contrario do que sucede com a
humidade, a localiza¢ao do pH e do azoto solivel, no plano principal, ¢ a esperada pelos

efeitos do pH e da protedlise ja discutidos anteriormente.

Na Figura 17 podemos observar a projec¢do das amostras dos dois produtores (A e B)

no Plano principal.
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Figura 17 — Projec¢ao das amostras no plano principal (0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 ¢ 42 dias de cura;
produtores A e B).

Para o agrupamento das amostras, foi usado o método de classificacdo aglomerativa
hierarquica, "Cluster Analysis", com uma distdncia de ligacdo entre amostras de 0,7,

como se pode observar na Figura 18.
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A partir dos resultados obtidos na projec¢do das amostras no plano principal (Figura
17), constatou-se que o componente principal 2 (explicado pela cor L* e pela
adesividade) separou as amostras dos dois produtores. Assim, estes foram os principais
parametros que permitiram fazer a diferenciagdo entre os produtores. Pode-se referir que
as amostras provenientes do produtor A sdo, em termos gerais, mais luminosas e menos

adesivas, quando comparadas com as do produtor B.

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Distancia de ligacdo

Figura 18 — Dendrograma das amostras com base nas distancias euclidianas entre elas, quando
projectadas no plano principal (0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias de cura; produtores A ¢ B).

O componente principal 1, justificado pelos parametros estruturais, parametros
cromaticos a* e b*, pH e protedlise, teve capacidade de separar as amostras com
diferentes tempos de cura. Ao longo da cura, as amostras passaram do lado negativo
deste eixo para o lado positivo, significando que se foram tornando menos elasticas e
duras, mais amarelas e mais esverdeadas. Como esperado, as amostras perderam
humidade e concentraram os componentes estruturais (a proteina e a gordura). Estas
observagdes sdo concordantes com a analise de variancia que foi apresentada no sub-

capitulo anterior.
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As principais alteragdes observadas nas amostras tiveram lugar durante a primeira fase
da cura: nos primeiros 14 dias para o produtor A e nos primeiros 21 dias para produtor
B. Esta dindmica de matura¢do abrandou progressivamente até ao final da cura. Isto
pode ser deduzido a partir das distancias observadas entre as amostras (Figura 17), em
que se observaram distancias elevadas entre estas na primeira fase da cura: dos 0 aos 14
dias para o produtor A e dos 0 ao 21 dias no produtor B, e distancias pequenas no final
da cura. Esta elevada dinamica de actividade bioquimica, observada na fase inicial de
cura, pode ser explicada pelo facto deste queijo ser produzido a partir de leite cru, como
referido anteriormente por outros autores (Rosenberg et al., 1995; Awad, 2006) e por a
flora microbiana ndo necessitar de uma fase tdo prolongada de adaptagdo ao meio,

quando comparada com queijos fabricados com auxilio de culturas de arranque.

4.3.3 — Estimativa do tempo de cura do queijo Serpa

Foi realizada uma andlise de regressdo linear multipla (MLR), usando parametros
quimicos, de cor e reoldgicos, no sentido de se obter um modelo que possa ser usado na
estimativa do tempo de cura do queijo Serpa (idade do queijo). Os dados demonstraram
que o tempo de cura pode ser estimado com 8 varidveis: NSA%, NA%, pH, cor a*, cor
b*, tan Oy, loga e b. No sentido de avaliar a qualidade do ajuste, obteve-se uma
representacao grafica do tempo de cura observado vs tempo de cura previsto (Figura

19).

A estimativa do tempo de cura, a partir de regressdo linear multipla, foi usada para
outros queijos de ovelha, baseando-se noutros parametros, como a quantificagao das
fraccdes proteicas, nomeadamente ogj-caseina e ag-I péptido. Este modelo de
determinagdo do tempo de cura apresentou um erro estimado de 2,5 dias (Ferreira et al.,
2006) e foi o menor erro estimado encontrado. Quando se usaram parametros fisicos,
como a determinagdo instrumental da textura e da cor, obteve-se um modelo com erro
estimado um pouco superior, de 4,2 dias (Pinho et al., 2004). No entanto, quando se
usaram apenas parametros fisico-quimicos, como a humidade, o aw ¢ o pH, o erro
estimado foi ainda superior (11,9 dias) (Poveda et al., 2004b). No presente ensaio, a
combinag¢do das propriedades quimicas, de cor e propriedades reologicas, permitiu um
modelo com erro estimado de 1,7 dias e um valor de coeficiente de correlacdo ajustado

(R?) de 0,98 (P < 0,0001):

Rt=218,9 + 0,92NSA% + 8,1NA% - 8,9pH - 11,4a* - 4,7b* - 7,8log a - 123,9b - 130,5tan oy,
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Figura 19 — Valores de tempo de cura observados vs valores previstos (MLR).

E importante referir que diferentes metodologias de seleccio de varidveis podem
conduzir a diferentes resultados (Draper e Smith, 1998). Para além disso, na produgdo
de queijos de ovelha de pasta semi-mole, existem algumas diferencas em termos de
metodologias e qualidade do leite, pelo que este modelo deve ser restrito apenas ao
queijo Serpa e deve ser ajustado, se se desejar a sua aplicagdo a outros queijos de ovelha
de pasta semi-mole. Esta equagdo deve ser aplicada apenas em amostras em que o
tempo de cura previsto ndo exceda um més e meio, ndo s6 porque ndo esta validada a
partir dos 42 dias, mas também porque a sua verdadeira utilidade estd em saber se
amostras desconhecidas t€ém um tempo de cura superior a 30 dias. Como se sabe, estes
30 dias s@o o minimo exigido por lei e garantem a seguranca deste alimento, como foi

explicado anteriormente (2.3.2 — Queijos de ovelha e seguranca alimentar)

4.4 — Conclusoes
Com os resultados deste ensaio foram possiveis as seguintes conclusoes:

e Na evolucao dos espectros mecanicos ao longo do tempo de cura, observou-se a

transformagdo das propriedades estruturais do queijo de ovelha de pasta semi-mole
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ao longo desse processo: no inicio da cura observou-se uma estrutura relativamente
forte comparavel com um gel e um comportamento predominantemente elastico. No
final da cura, a estrutura da pasta assemelhou-se a uma solucdo concentrada de

macromoléculas com uma componente viscosa bastante acentuada.

e A dureza e o moédulo conservativo a frequéncia de 1 Hz evidenciaram-se como
ferramentas poderosas na monitoriza¢ao da cura de queijos de ovelha de pasta semi-
mole, por terem elevada capacidade de resposta a evolugdo das propriedades da
pasta do queijo. Estas ferramentas ndo devem ser desprezadas em estudos de
monitorizagdo de cura, devendo acompanhar as outras ferramentas mais difundidas,

como a evolucdo da frac¢do proteica.

e A partir da analise em componentes principais, observou-se que o efeito
endurecedor, devido a secagem ao longo da cura, ndo se fez sentir, i.e., a secagem
ndo teve influéncia na evolugdo das propriedades estruturais do queijo ao longo da
cura. Pelo contrario, observou-se uma importancia fundamental do efeito amaciador
da proteolise e do abaixamento de pH. Durante as 2-3 primeiras semanas de cura
ocorreu uma forte evolucdo das propriedades dos queijos e, a partir da terceira
semana, as amostras comegaram a estabilizar e a apresentar propriedades

semelhantes as propriedades finais.

e A evolucdo da dureza e do médulo conservativo que, como se viu, sdo parametros
altamente correlacionados entre si (r = 0,961, P < 0,0001), mostraram 3 fases

distintas ao longo do processo de cura.

No inicio, durante um periodo muito curto, ha um ligeiro aumento da dureza de 15
para 20 N (facto que s6 foi detectado nos queijos de um dos produtores), devido a
desidratacdo da pasta. Em seguida, assiste-se uma reduc¢do mais prolongada para 5
N, devido aos efeitos da protedlise e da reducdo do pH, estabilizando durante um
determinado periodo de tempo, dependente do queijo. Em estudos anteriores,
verificou-se que, se prolongarmos muito esta fase subjacente a estabilizacdo da
dureza, comega a observar-se um ligeiro endurecimento devido a desidratacdo
(Alvarenga, 2000). Interessa por isso evitar este processo de desidratacdo para que
ndo haja perda das caracteristicas de macieza da pasta e de valor comercial pela

perda de peso.
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e Como estes queijos sdo muito apreciados pela macieza da pasta, logo que as
propriedades fisicas, quimicas e de “flavour” dos queijos estejam estabilizadas, estes
devem ser conservados, para evitar que se observe um endurecimento da pasta com
implicagdes negativas no respectivo valor econdémico. Existem duas estratégias
possiveis no que se refere a conservagdo: a refrigeragdo e a congelacdo. A
refrigeragdo apresenta inconvenientes de desidratacdo, endurecimento e
aparecimento de bolores. Portanto, para periodos de tempo mais dilatados, que
permitem a regulariza¢do da oferta no mercado, aconselha-se a congelagdo. Como o
impacto da congelacdo nas propriedades deste produto, bem como a optimizacao
deste processo, nao estdo devidamente estudados, foram fixados como objectivos

para os ensaios seguintes deste trabalho.

e Quanto a cor dos queijos, observou-se que ao longo da cura, as amostras

tornaram-se mais escuras, mais amarelas e ligeiramente mais esverdeadas.

e Foi estabelecido um modelo para estimar o tempo de cura do queijo Serpa a partir
de trés parametros quimicos, dois parametros de cor e trés parametros reologicos,
com um erro estimado de 1,74 dias, o valor de R? = 0,99, o valor ajustado de R? ¢

0,98 (P < 0,0001):
Rt=218,9 + 0,92NSA% + 8,1NA% - 8,9pH - 11,4a* - 4,7b* - 7,8log o - 123,9b
- 130,5tan 511.[2

Este modelo podera ser um importante contributo a nivel de seguranca alimentar e
deve-se aplicar em queijos que, por qualquer motivo, se pense nao terem

completado os 30 dias de cura.
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CAPITULO 5 — “OPTIMIZACAO DE VARIAVEIS DE CONGELACAO DE QUEILJO

DE OVELHA DE PASTA SEMI-MOLE” (ENSAIO 2)

Resumo

Neste ensaio foi efectuado o estudo da optimizagdo do processo de congelacdo de queijo
de ovelha de pasta semi-mole, obtido a partir de leite cru, tendo sido efectuado em
queijo Serpa. Pretendeu-se fixar as condi¢des de congelacio de modo a que este
processo cause o menor dano nas propriedades fisicas e quimicas do queijo. As
variaveis estudadas foram: (a) fase da cura em que deve ser aplicado o processo de
congelag¢do, nomeadamente aos 28 dias, aos 35 e aos 42 dias; (b) tipo de congelagdo,
sendo estudadas dois tipos: camara de congelacdo e tinel de congelagao e (c)
temperatura de conservagado, tendo-se estudado a temperatura de -10 °C ou de -20 °C.
Em relagdo as propriedades quimicas, com excepcao dos indicadores de protedlise, ndo
se registaram alteragdes significativas devidas a congelagdo. Quanto as propriedades
fisicas, estas alteraram-se de forma bastante significativa com a congelacao. Na andlise
em componentes principais relativa aos atributos fisicos, observou-se uma separagao
entre a amostra testemunha e as restantes amostras, que sofreram o processo de
congelagdo, pelo segundo componente principal (CP2), o qual ¢ explicado pelos
parametros de cor. Isto significa que os danos causados pela congelagdao nas
propriedades fisicas do queijo sdo reflectidas, em grande parte, por alteragdes
observadas na cor das amostras. Com este ensaio, pdde-se concluir que o processo de
congelacdo foi mais eficaz quando se fez no final da cura (42 dias de cura) e quando as
amostras se mantiveram conservadas a temperatura mais baixa (-20 °C). No que se
refere a velocidade de congelagdo, ndo se observaram vantagens no processo de
congelacdo mais rapido. A partir dos resultados deste estudo, recomenda-se que o
processo de congelacdo seja aplicado no final da cura e que a temperatura de

conservagao seja de, pelo menos, -20 °C.

Palavras-chave: queijo, ovelha, congelacao, reologia, textura, proteolise.
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5.1 — Introducao

O processo de congelagdo ¢ hoje pratica corrente por parte de alguns produtores de
queijo mas, na generalidade, aplica-se empiricamente, sem conhecimento dos
respectivos efeitos, negativos ou positivos. A comercializacdo de queijos de ovelha,
cabra e mistura, estd muito afectada pela forte sazonalidade da producdo de leite. Os
mercados, interno e externo, ressentem-se muito deste tipo de descontinuidade,
principalmente porque existe uma concorréncia muito forte dos queijos de vaca
industrializados que, devido a sincronizacdo da produgdo de leite, ndo t€m este

problema.

A congelagdo ¢ um procedimento aceitdvel para prolongar o tempo de vida util
comercial dos queijos, embora Fennema (1972) tenha referido que ndo ha consenso em
relagdo a extensao dos danos causados pela congelagdo. Os danos podem depender do
tipo de queijo (composicido e tecnologia de producdo), condi¢des de

congelagdo/descongelagdo e mesmo dos parametros usados para os avaliar.

A congelagdo de queijos tem sido alvo de estudos desde o inicio do século XX. No
entanto, esses trabalhos encontram-se dispersos, sdo em pequeno numero ¢ dedicados a
um grupo muito restrito de queijos (Fennema, 1972). Este facto, combinado com o
desenvolvimento de novas técnicas de congelagdo e de andlise, levou a intensificagdo
dos trabalhos de investigacdo nesta area nos ultimos 15 anos, como ja foi referido no

capitulo 2.4.3 — Congelacao de queijo.

Como na generalidade dos materiais, quando se arrefecem alimentos complexos a uma
temperatura suficientemente baixa, estes sofrem uma transi¢ao fisica de segunda ordem
conhecida por temperatura de transi¢cdo vitrea (T,) (Blanshard e Lillford, 1993). As
moléculas sdo mantidas a niveis muito baixos de mobilidade, no estado amorfo, sem a
ordem cristalina das substancias puras. Manter um alimento neste estado tem muitas
vantagens, sendo a principal o aumento da sua vida 1til, devido ao retardamento das
reacgdes quimicas e bioldgicas, como resultado da imobilizacdo das moléculas
constituintes (Slade e Levine, 1991). A temperatura de transicdo vitrea ¢ funcdo da
composi¢do da matriz. A presenga de pequenas moléculas, como agua, aminoacidos e
acidos organicos, promove a mobilidade dos sistemas e diminui este valor. A
temperatura de transicdo vitrea pode ser determinada por diferentes métodos, sendo a

calorimetria de varrimento diferencial (DSC) um dos mais usados. O armazenamento de
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queijos a temperatura inferiores a T, garante mudangas minimas a nivel bioldgico,
quimico e estrutural, reflectindo-se na preservacao dos atributos sensoriais de textura e

“flavour” (Oliveira et al., 1999).

Em Espanha, Canet et al. (1995) estudaram o impacto da congelagdo em queijos de
ovelha Manchego, em condi¢des muito controladas como, por exemplo, o uso de azoto
liquido, e verificaram que ndo houve efeitos significativos nas propriedades texturais do
queijo. No entanto, com o passar do tempo de conservacao, as amostras foram
apresentando alteracdes com diferencas significativas nas propriedades texturais. O
tempo que as amostras estdo armazenadas no estado congelado pode ser um factor
decisivo no impacto deste processo relativamente a qualidade do produto. Prados et al.
(2006), estudaram a influéncia da duragdo do processo de congelacdo de queijo
Manchego (3, 6 ¢ 9 meses) na sua composicdo, fraccdo azotada e analise sensorial,
concluindo que as diferengas comegaram a ser notérias ao fim de 9 meses de
congelagdo. Por este motivo, julgou-se importante o estudo da influéncia do tempo de
congelagdo nas propriedades fisicas, quimicas e sensoriais, que sera objecto de estudo

no proéximo ensaio.

Neste ensaio, pretendeu-se optimizar o processo de congelacdo do queijo de ovelha de
pasta semi-mole obtido a partir de leite de ovelha cru. Assim, pretendeu-se encontrar as
condig¢des de congelacdo de modo a que este processo cause o menor dano possivel nas
propriedades fisicas e quimicas do queijo. As varidveis do processo em estudo foram:
(a) fase da cura a aplicar ao processo de congelacdo, nomeadamente aos 28 dias, aos 35
e aos 42 dias; (b) tipo de congelacdo, sendo estudadas dois tipos: camara de congelagdo
(-20 °C) e tinel de congelagao (-30 °C, ventilacdo forcada) e (c) temperatura de

conservagao, tendo sido usadas as temperaturas de -10 °C e -20 °C.

5.2 — Material e métodos

5.2.1 — Delineamento experimental

Neste ensaio, foram usadas 33 amostras de queijo com cerca de 0,8 kg, provenientes do
mesmo lote de fabrico, tendo-se optado por seleccionar o produtor B do ensaio anterior.
Existiram dois motivos fundamentais para a escolha deste produtor para os ensaios de
congelacdo: por um lado, os desvios padrdo das amostras (final da cura) observados

neste produtor foram inferiores, indicando que teve maior capacidade de produzir lotes
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homogéneos. Por outro lado, o facto de a evolugdo dos processos de cura, neste
produtor, ter sido mais lenta e equilibrada, como ¢ caracteristica de um processo em que

as variaveis estdo mais controladas.

O método de producdo de queijo foi igual ao descrito no ensaio anterior (4.2.1 —

Delineamento experimental).

Os processos de congelacdo (camara de congelagdo e tunel de congelagdo) foram
aplicados as amostras com diferentes tempos de cura: 28, 35 e 42 dias. Foram feitos
ensaios preliminares quanto ao momento da cura a aplicar a congelagdo, e chegou-se a
conclusdo que esta ndo poderia ser feita no inicio da cura, uma vez que os queijos
abriam fendas irreparaveis na estrutura. Assim, com a andlise dos resultados do ensaio
anterior, aplicou-se a congelacdo nas amostras com tempo de maturacao igual ou
superior a 28 dias, ou seja, o facto de as caracteristicas estruturais da pasta estabilizarem
a partir deste momento (Figura 11), refor¢ou a op¢do da congelagdo de amostras com
28, 35 e 42 dias de cura. Quanto ao tipo de congelagdo, foram usados dois processos
diferentes, designados por camara de congelagao (a -20 °C) e por tinel de congelacao (a
-30 °C e ventilagao for¢ada). Quanto a temperatura de congelacao (conservacao) foram
usadas duas temperaturas de congelagdo: a temperatura de -10 °C pois ¢ uma
temperatura muito usada em circuitos comerciais e a temperatura de -20 °C por ser mais

favoravel a manuten¢do da qualidade do produto final.

Na Tabela 8 encontra-se o desenho experimental do ensaio 2, em que as amostras foram
obtidas em triplicado, totalizando 33 amostras: o primeiro grupo de 3 amostras foi
constituido por amostras consideradas testemunho (T), porque ndo foram sujeitas ao
processo de congelacao. Quanto as amostras que sofreram congelacao ao fim de 28 dias
de cura, foi obtido um grupo de 12 amostras, que foram sujeitas aos processos de
camara de congelagao (-20°C) (L) e tinel de congelacao (-30 °C, ventilacao for¢ada) (R)
e as temperaturas de conservacdo de -10 °C (10) e -20 °C (20). Assim, os grupos de
amostras obtidas aos 28 dias codificaram-se do seguinte modo: 10R28, 20R28, 10L28 e
20L28. Quando as amostras completaram 35 dias de cura foi recolhido um grupo de 12
amostras e sujeitas aos processos de congelacdo descritos anteriormente, que se
codificaram do seguinte modo: 10R35, 20R35, 10135 e 20L35. Aos 42 dias de cura foi
recolhido um grupo de 12 amostras, congeladas, e conservadas a -20 °C, em grupos de

3, que se codificaram do seguinte modo: 10R42, 20R42, 10L42 e 20L42. De notar que,
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devido a uma falha de energia, as amostras deste grupo congeladas a -10 °C foram

excluidas do ensaio.

Tabela 8 — Plano de amostragem do ensaio 2.

. Temperatura Tempo de cura
Amostra C Tipo de~ de Congelacio no momento da Cédigo
ongelacio o ~
(°O) congelacio
1 na na na T
2 na na na T
3 na na na T
4 Camara -20 42 20042
5 Camara -20 42 20L42
6 Camara -20 42 20L42
7 Tunel -20 42 20R42
8 Tunel -20 42 20R42
9 Thnel -20 42 20R42
10 Tunel -10 35 10R35
11 Tunel -10 35 10R35
12 Thnel -10 35 10R35
13 Thunel -20 35 20R35
14 Tunel -20 35 20R35
15 Tunel -20 35 20R35
16 Camara -10 35 10L35
17 Camara -10 35 10L35
18 Camara -10 35 10L35
19 Camara -20 35 20L35
20 Camara -20 35 20L35
21 Camara -20 35 20L35
22 Tunel -10 28 10R28
23 Thunel -10 28 10R28
24 Tunel -10 28 10R28
25 Tunel -20 28 20R28
26 Tunel -20 28 20R28
27 Tunel -20 28 20R28
28 Camara -10 28 10L28
29 Camara -10 28 10L28
30 Camara -10 28 10L28
31 Camara -20 28 20L.28
32 Camara -20 28 20L28
33 Camara -20 28 20L.28

na — Nao aplicavel, pois as amostras ndo foram congeladas para servirem de testemunho.

Neste ensaio ndo esteve em causa o tempo de congelacdo, mas sim entender quais as
condigdes de congelacao que levariam a optimizacao do processo de congelagdao. Neste
sentido, foi definido um tempo de congelagdo suficientemente longo, cerca de 12 meses,
para revelar eventuais defeitos nas propriedades das amostras sujeitas a processos de

congelacdo mais desfavordveis. Assim, as amostras foram produzidas durante o més de
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Abril, foram congeladas durante o més de Maio e s6 em Abril do ano seguinte, foram

descongeladas e analisadas.

Depois do periodo de congelagdo, as amostras foram descongeladas numa camara de
refrigeracdo, a 0 °C, durante 3 dias e, de seguida, lavadas com agua. As amostras em
que a cura tinha sido interrompida aos 28 e 35 dias de cura foram colocadas numa
camara, a 12 °C e humidade relativa de 85%, até perfazerem os 42 dias de cura (ou seja
curaram mais 14 e 7 dias, respectivamente). As amostras que foram congeladas aos 42
dias de cura, foram descongeladas como se referiu anteriormente e, em seguida,

analisadas.

As amostras foram transportadas para o laboratério em malas térmicas e as analises
laboratoriais iniciaram-se no mesmo dia. A prepara¢ao da amostra consistiu na remog¢ao
de uma camada de queijo com 1 cm de altura, para expor uma superficie de pasta,

permitindo a andlise da cor, do pH e das determinagdes reologicas (ver Capitulo 3).

5.2.2 — Procedimentos laboratoriais

Os procedimentos relativos as técnicas laboratoriais usadas neste ensaio encontram-se
descritos no Capitulo 3. Para a caracterizacdo quimica das amostras foram utilizados os
seguintes parametros: pH, acidez tituldvel, azoto total, azoto solivel em agua, azoto nao
proteico, azoto aminoacidico, bem como parametros obtidos por calculo indirecto,
nomeadamente, residuo seco, humidade referida ao queijo isento de gordura, azoto total
no residuo seco, percentagem de azoto solivel em agua ou coeficiente de maturacao,
percentagem de azoto ndo proteico, percentagem de azoto aminoacidico e gordura no
residuo seco. Na caracterizacdo fisica determinaram-se os parametros de cor da pasta
(L*, a*, e b*), os parametros de textura (dureza, adesividade e coesividade) e os
parametros viscoeldsticos (modulo conservativo G'jy,, tangente dissipativa tan d;yy,, log

aeb).

5.2.3 — Analise estatistica

Os parametros quimicos e viscoelasticos foram realizados em triplicado, nos pardmetros

de textura utilizaram-se 5 réplicas, enquanto que para a cor foram utilizadas 10 réplicas.

Para avaliar a qualidade dos resultados laboratoriais obtidos para cada um dos

parametros foi usada estatistica descritiva, ou seja, foi feita a determinag¢@o da média, do
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desvio padrao, do erro padrdo da média e do intervalo de confianga da média a 95%, por
amostra. Para comparar as amostras testemunho com as amostras que sofreram os
diferentes processos de congelacao foi utilizada a anélise de variancia a um factor (teste
de Scheffé de comparacao de médias) e analise em componentes principais. No caso da
analise em componentes principais optou-se por fazer duas andlises em separado: a
primeira reunindo os pardmetros quimicos e a segunda reunindo os parametros fisicos.
Para avaliar a proximidade entre as amostras testemunho e as amostras congeladas, no
plano principal, foi usada a classificacdo aglomerativa hierarquica (‘“hierarquic
clustering”). Na andlise dos dados usou-se o “software” STATISTICA 6.0 (StatSoft,
2001).

5.3 — Resultados e discussao

5.3.1 — Impacto da congelacao nas propriedades quimicas do queijo

Os valores médios e desvios padrao, bem como os resultados da analise de variancia
referentes as propriedades quimicas, para cada tipo de amostra, encontram-se na Tabela
9. Algumas das amostras congeladas apresentaram diferencas significativas nas suas
propriedades quimicas relativamente as amostras testemunho. No entanto, ndo se pode
observar qualquer tendéncia, a excep¢do das amostras congeladas aos 35 dias de cura,

que apresentaram diferengas significativas na maioria dos parametros.

Essas diferencas foram encontradas, principalmente, nas amostras com 35 dias de cura,
congelagdo rapida, conservadas a -10 °C e -20 °C. Nestas amostras, encontraram-se

diferengas na humidade, no teor de azoto total, na gordura e nas fracgdes azotadas.

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagdo na produgio de queijo de ovelha. 82



Capitulo 5 — Optimizagao das varidveis de congelagdo de queijo de ovelha de pasta semi-mole

"(9199U0S 9P 91893) 6 = U ‘G0°() > J eIed SEANEIYIUTIS SESUIIDJIP WY} SOJUIIIJIP SIOIPUL WOD BYUI[ BUISIW BU SBIPIA ... yqey

(s€0°0)

(8L0°0)

(F¥1°0)

(zs0°0)

(ov1°0)

(6¥0°0)

(#60°0)

(£50°0)

($90°0)

($90°0)

AN@OAOV 3 3 3 3 3 3 3 3 < 3 :ﬁ-
W8S «8°S LS poqd°S A poqd°S opsS’S b'S NS e RIS
Oozo o o o (@o) (o (o (oTo) o) 810 (99°0) g DI
e 6 21 WOT T ST ab T ST wST ST WL 001/ N HO®N ™ Z9pPY
(86z0)  8€8°0)  (@vr'0)  (0v9'0)  (91°0)  (zo1'0)  (068°0)  (zLo'D)  (Lzi'o)  (ovED)  (89T°0) 0/, VN 083981
ol €7 @06 98T 88T 86V €V’ pabL€ gl 1V squlST op6TE papag€LE 0 7
(9cz0)  0g¥'0)  (8€T’0)  (6Tv'0)  (065°0) (€S0 (66€°0)  (+0L'0)  (995°0)  (1vs‘0)  (LOT°0) 0 or5s
vo'e w90S  TEP THE LOL9 wSIS p96'S  J0ST 088 0L aSTT 7dNN 085981
p
) (8°0) (67 (X9 (8°0) (17 (07 0D 0 (8°) (§7) %, VSN 0839%.1]
LTE owSO0E 86T 15T @60 oql6T  SFVE 66T 61 Nt FYE ¢ 1
(zp1°0)  061°0)  (961°0)  (L11°0)  (190°0)  (9z0‘0)  (1v0°0)  (8S0°0)  (8s0°0)  (€s1°0)  (#T1°0) o/ 12101 010
BeE OSE LI6E IS €T JITE 9T ST GISE 6 slbE (wrjur) % 1e303 0302V
(9o’ o' (ar'D oD (6g0) (850 (gv'0) (S0 (ev'0)  (66°0)  (S£°0) (w/wr) %, eAnpIon
£17 @f T @bTC W8T @lTC oF'TC @fTC LT @€TC GF'TT ST ¢
@' oro (9D @D e (o - o o (690 Lo 9o (0£0) (w/w) 9, dpeprung
0005 S80S WOFFS  LEVVS  pIP TS suB0'ES  peeS8TS  QELES  pag661S  qu80°ES  p0g9TTS 0 ’
WI0T  zpdor sedOL  SEMOT  SETOL  SET0T  STUOI  8THOT  STIOI  8TI0T L
seajsoury

‘SeNSOWe SJUQIJIP sk ered BIOUBLIBA OP JSI[RUR BP SOPLINSAI O orIped SOIASIP ‘SOIPIU SOIO[BA

:eorwinb oedeziivloere) — g ejoqe]

&3

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagdo na produgio de queijo de ovelha.



Capitulo 5 — Optimizagao das varidveis de congelagdo de queijo de ovelha de pasta semi-mole

A comparacdo das amostras, no que se refere aos componentes maiores do queijo,
humidade, gordura e azoto total, encontra-se na Figura 20. Da observacgao desta figura e
da andlise da Tabela 9, verifica-se que a maior parte das amostras congeladas ndo
apresentaram diferencas significativas nestes parametros em relacdo as amostras

testemunho.

Humidade % (m/m)
Gordura % (m/m)

20L42
20R42
10R35
20R35
10L35
20L35
10R28
20R28
10L28
20L28
20L42
20R42
10R35
20R35
10L35
20L35
10R28
20R28
10L28
20L28

Azoto total % (m/m)

N
&)
L
T
|
I

20L42
20R42
10R35
20R35
10L35
20L35
10R28
20R28
10L28
20L28

Figura 20 — Valores médios da humidade (a), gordura (b) e azoto total (c¢) nas diferentes
amostras. Barras de erro em Y representam o intervalo de confianga a 95%.

Em termos gerais, pode-se referir que, no que se refere aos componentes maiores do
queijo, os queijos ndo foram afectados pela congelacao. Estes resultados estao de acordo
com a maioria dos autores que estudaram o impacto da congelagdo nos componentes
maiores do queijo (Ramos et al., 1987; Verdini e Rubiolo, 2002a; Van-Hekken et al.,
2005; Verdini et al., 2005). Relativamente a estes trés pardmetros, ao contrario do que

seria de esperar, foi nas amostras submetidas ao processo de tinel de congelagdo que se
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encontraram maiores diferengas. Nesta fase, ndo deve ser esquecido que se estd na
presenga de amostras bioldgicas e que ha uma variabilidade intrinseca muito grande,

apesar de pertencerem ao mesmo lote de producao.

O pH das amostras congeladas ndo apresentou diferencas significativas em relacao as
amostras testemunho, a excepcdo das amostras congeladas aos 28 dias em camara de
congelacdo, que apresentaram um pH inferior a amostra testemunho. Estes dados
poderdo significar que a subida do pH, inerente a fase final da cura, pode ter sido
dificultada nestas amostras em que a congelagdo foi efectuada numa fase mais

prematura da cura.

Os valores médios das diferentes fraccdes azotadas para as amostras testemunho e para

as amostras congeladas encontram-se na Figura 21.

40 a 10 b

NNP%

20L42
20R42
10R35
20R35
10L35
20L35
10R28
20R28
10L28
20L28
20L42
20R42
10R35
20R35
10L35
20L35
10R28
20R28
10L28
20L28

NA%

20L42
20R42
10R35
20R35
10L35
20L35
10R28
20R28
10L28
20L28

Figura 21 — Valores médios das fraccdes azotadas NSA% (a) NNP% (b) e NA% (c) nas
diferentes amostras. Barras de erro em Y representam o intervalo de confianga a 95%.
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Com a analise das diferentes frac¢des azotadas, pretendeu-se verificar se as amostras
mantiveram actividade enzimatica durante a congelagdo, e que tipo de enzimas
estiveram mais activas durante este periodo. Deve-se referir ndo ser linear que o facto
de existir actividade enzimatica se deva exclusivamente ao periodo em que as amostras
estiveram congeladas, uma vez que o processo de congelacdo levou algumas horas
(dependendo do tipo) e o processo de descongelagdo demorou 3 dias. Apesar de ser
esperada actividade enzimatica superior nestes periodos, também ¢ evidente que se

espera que esta actividade seja semelhante para todas as amostras.

Como ja foi referido, a fraccdo NSA% representa a extensdo da protedlise ou seja,
apenas tem capacidade de medir a hidrolise de péptidos soluveis em dagua,
independentemente da dimensdo destes (Verdini et al., 2005). As fraccoes NNP% e
NA% representam o grau de profundidade da proteodlise, isto €, até que ponto estdo, as

proteinas e os péptidos, a ser degradados.

Na Tabela 9 e na Figura 21a podemos observar que, na maior parte das amostras, nao se
verificaram diferencas significativa (P > 0,05) no que se refere a fraccdo de azoto
soluvel em agua, a semelhanca dos resultados obtidos noutros estudos de congelagao de

queijo de ovelha (Tejada et al., 2002).

No que se refere ao grau de profundidade da protedlise, observaram-se comportamentos
diferentes em relacdo ao azoto ndo proteico (Figura 21b), quando comparado com o
azoto aminoacidico (Figura 21c). Em termos gerais, todas as amostras congeladas
apresentaram valores superiores, com diferencas significativas (P < 0,05), de azoto ndo
proteico, quando comparadas com as amostras testemunho. Isto significa que, durante o
processo que inclui congelagdo, armazenamento e descongelagdo, observou-se uma
grande actividade proteolitica no que se refere a producao de péptidos. No entanto, no
que se refere a producao de aminoacidos, as amostras congeladas apresentaram maior
semelhanca com as amostras ndo congeladas pois, em termos gerais, ndo apresentam

diferengas significativas (P > 0,05).

O aumento do grau de profundidade da protedlise com a congelagdo indica que este
processo nao conseguiu impedir os mecanismos da protedlise. Estes continuam a
acontecer, lentamente, a semelhanga do que foi relatado na maior parte dos estudos que
determinam o impacto da congelagdo na protedlise de queijos (Ramos et al., 1987,

Bertola et al., 1996b; Tejada et al., 2002; Verdini e Rubiolo, 2002a; Verdini et al.,
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2003; Graiver et al., 2004; Van-Hekken et al., 2005; Verdini et al., 2005; Verdini et al.,
2007). Este aumento nos valores das frac¢des azotadas pode ser explicado a partir dos
danos provocados pelo aumento das dimensdes de cristais de gelo durante a congelagao,
por um lado na rede proteica, por outro lado nas bactérias, promovendo a libertacao de
enzimas para o meio (Graiver et al., 2004), ficando estas mais disponiveis para a
actividade enzimatica. Os resultados obtidos sugerem que as peptidases bacterianas e as
aminopeptidases bacterianas continuaram activas, embora com uma actividade mais
reduzida, durante o tempo de armazenagem no estado congelado, provocando um
aumento gradual de oligo-péptidos, aminoacidos, aminas ¢ amonia (Tejada et al., 2002;
Prados et al., 2006). Este aumento esta também relacionado com o facto de, durante a
congelagdo, ndo haver crescimento microbiano e, consequentemente, estas substancias

nao serem usadas como metabolitos (Prados et al., 2006).

Para avaliar o impacto da congelacdo nas propriedades quimicas das diferentes amostras
foi utilizado o método da andlise em componentes principais (ACP). Por haver uma
quantidade de amostras muito elevada, optou-se pelo uso dos resultados médios de cada
tipo de amostra, no sentido de ser mais facil a analise visual dos graficos das projecgdes.
Nesta analise foram usados 7 atributos: a humidade, o azoto total, as fraccdes proteicas
NSA%, NNP% e NA%, a gordura e o pH. Na Tabela 10 apresentam-se os valores

proprios e a extrac¢do dos componentes principais resultantes da analise efectuada.

Tabela 10 — Valores proprios e extracgdo dos componentes principais, obtida na ACP aos
atributos quimicos.

Compopente Valor proprio Variancia Valor proprio Variancia
principal (%) acumulado acumulada (%)
1 3,03 43,28 3,03 43,28
2 1,92 27,37 4,95 70,65
3 0,97 13,87 5,92 84,52
4 0,68 9,70 6,60 94,22
5 0,32 4,51 6,91 98,72
6 0,07 1,02 6,98 99,75
7 0,02 0,25 7,00 100,00

Os dois primeiros componentes principais explicaram 70,7% da variancia: 43,3% para o
2 9
primeiro componente e 27,4% para o segundo. S6 foram significativos os dois primeiros

componentes, uma vez que so estes apresentaram valor proprio superior a 1. Estando em
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analise 7 atributos, a partida, cada um deles tem o valor proprio de 1. Com esta
metodologia, estes 7 atributos sdo transformados em 7 componentes, redefinindo o
espago ¢ passando a ter valores proprios diferentes. Assim, por terem valor proprio
superior a 1, definiram-se os dois primeiros componentes como componentes principais:
o primeiro tem valor préprio de 3,03 e o segundo com valor proprio 1,92. Para perceber
a importancia relativa de cada atributo em relagdo a cada um dos dois primeiros
componentes principais, determinaram-se os coeficientes de correlacdo entre os

atributos (parametros originais) € os componentes principais (Tabela 11).

Tabela 11 — Coeficientes de correlagdo entre os valores médios dos atributos quimicos
(variaveis iniciais) e os dois primeiros componentes principais.

Componente
Atributo CP1 CP2
Humidade % (m/m) -0,94* 0,31
Azoto total % (m/m) -0,25 -0,68%*
NSA% 0,75* 0,32
NNP% 0,54 0,48
NA% 0,82%* -0,03
Gordura % (m/m) -0,74* 0,42
pH 0,04 -0,92%*

* - correlagdes significativas (r > 0,7).

Na Figura 22 pode-se observar a distribui¢ao dos atributos no plano principal formado

pelos dois primeiros componentes.
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Figura 22 — Distribuicdo dos atributos quimicos no plano principal.

1,0

O CP1 foi explicado, principalmente, pela humidade e a gordura (com valores de

correlacdo negativos) e pelas fracgdes azotadas NSA% e NA% (com valores de

correlagdo positivos). O componente principal CP2 ¢ explicado pelo azoto total e pelo

pH (com valores negativos).

Na Figura 23, podemos observar a projec¢ao dos valores médios dos atributos no plano

principal, constituido pelas duas primeiras componentes principais.
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Figura 23 — Projec¢ao das médias no plano principal (CP1 vs CP2)

Para o agrupamento das amostras, foi usado o método de classificacdo aglomerativa
hierarquica "Cluster Analysis", com uma distancia de ligacdo entre amostras de cerca de

0,9 como se pode observar na Figura 24.
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Figura 24 — Dendrograma das 11 amostras com base nas distancias euclidianas entre elas,
quando projectadas no plano principal (atributos quimicos).

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagdo na produgio de queijo de ovelha. 90



Capitulo 5 — Optimizagao das varidveis de congelagdo de queijo de ovelha de pasta semi-mole

Como podemos observar, a amostra testemunho posicionou-se mais a0 menos ao centro
do plano principal, relativamente equidistante da maioria das amostras. Isto podera
querer dizer que, em termos gerais, nao se observou um impacto nitido da congelagao

nas propriedades quimicas do queijo.

Paralelamente, foram determinadas as distancias euclidianas entre as amostras (duas a
duas) que sofreram congelacdo e a amostra testemunho, e verificou-se que as amostras
que se aproximaram da amostra testemunho foram a amostra 20R42 e 20L35, com
distancias euclidianas de 0,88 e 0,89 respectivamente. Pelo contrario, as amostras que
mais se afastaram da amostra testemunho foram as amostras 20R28 e 20L28, com
distancias euclidianas de 2,0 e 2,2 respectivamente. Isto significa que, apesar de ter
havido pouco impacto da congelacao nas propriedades quimicas, as amostras que mais
impacto sofreram foram as amostras 20R28 e 20L28 e as amostras que, em termos
quimicos, menos se modificaram com o processo de congelacdo, foram as amostras

20R42 e 20L35, considerando estes 7 atributos quimicos.

5.3.2 — Impacto da congelaciao nas propriedades fisicas do queijo

Os valores médios e desvios padrao, bem como os resultados da analise de variancia
referentes as propriedades fisicas de cada tipo de amostra encontram-se na Tabela 12.
No que se refere as propriedades reologicas observou-se que, em termos gerais, a
congelagdo provocou um endurecimento na estrutura, detectavel através do aumento da
dureza, com diferencas significativas (P < 0,05), e do valor de G'jy, mas sem

diferengas significativas (P > 0,05).
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Como ja foi referido, em relacdo a textura, observou-se um endurecimento da pasta em
todas as amostras congeladas, ou seja, podemos referir que a dureza e¢ a adesividade
foram os pardmetros mais alterados pelo processo de congelacdo. As amostras
congeladas apresentaram-se todas mais duras e adesivas, de uma forma bastante
evidente, mas nem sempre com diferencas significativas. Os resultados obtidos

apresentam-se na Figura 25.

20 a 60 b

g

=
=
=
i
=

Dureza (N)

8]
IS
I
T
|
|
T
|
T
|
|
I
|
I
T
|
T
|
|
I
|
I
T
|
T
|
|
I
|
I
T
|

Adesividade (-Ns)

s
f
|
|
T
|
T
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
‘

t |

20L42
20R42
10R35
20R35
10L35
20L35
10R28
20R28
10L28
20L28
20L42
20R42
10R35
20R35
10L35
20L35
10R28
20R28
10L28
20L28

Figura 25 — Valores médios dos parametros de dureza (a) ¢ adesividade (b) nas diferentes
amostras. Barras de erro em Y representam o intervalo de confianga a 95%.

O endurecimento do queijo, quando submetido a congelagdo, foi observado por outros
autores e explicado pela desidratacao local das proteinas, por separacdo das fases que
ocorre durante o processo de congelacdo, o que provoca uma alteragdo da estrutura
proteica, permitindo o contacto entre os pequenos glébulos de gordura e a formagao de
granulos. As proteinas vao-se tornando mais compactas, ou interagem para formarem
pontes de enxofre que rodeiam os novos granulos de gordura. Estes processos sdo, na
sua maioria, irreversiveis porque, durante o armazenamento em congelado, o aumento
das dimensdes dos cristais de gelo, devido as recristalizagdes, dificulta a recolocacdo da
dgua na interface proteina-gordura, diminuindo o efeito lubrificante, reflectindo-se
numa estrutura mais elastica apos descongelacao (Diefes et al., 1993; Bertola et al.,
1996b). Estes autores também observaram um aumento na adesividade de amostras

sujeitas ao processo de congelacao.

Para quantificar as propriedades viscoelésticas, foram realizados testes SAOS “small

amplitude oscillatory stress”. Como foi referido anteriormente, antes de se efectuarem
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os varrimentos de frequéncia (espectros mecanicos), foi necessario realizar varrimentos
de tensdo para determinar o limite da viscoelasticidade linear, ou seja, a tensdo a aplicar
no varrimento de frequéncia, com garantias do teste ser ndo-destrutivo. Na Figura 26

podem-se observar os varrimentos de tensdo obtidos para os diferentes tipos de

amostras.
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Figura 26 — Varrimentos de tensdes médios para cada tipo de amostra (o = 1Hz).

Com base nos resultados de varrimento de tensdes, usou-se uma tensao de 50 Pa para
obter os espectros mecanicos, de todas as amostras, a semelhangas do que tinha sido
pratica no primeiro ensaio para as amostras com um tempo de cura superior a 21 dias.
Para uma anélise do impacto dos processos de congelagdo nas propriedades estruturais,
elaboraram-se os espectros mecanicos médios das amostras testemunho e congeladas.
Estes foram agrupados em dois conjuntos: o primeiro conjunto em que se apresentam
todos os espectros de amostras submetidas a camara de congelacao (Figura 27) e um

segundo conjunto, onde se apresentaram as amostras submetidas ao tinel de congelacdo
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(Figura 28). Em cada uma destas figuras, tomou-se a op¢do de repetir o espectro
mecanico médio das amostras testemunho, para uma analise comparativa mais facil dos

dados.
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Figura 27 — Espectros mecanicos médios das amostras testemunho e amostras submetidas a
camara de congelacdo. Destacado, a cinzento, o espectro mecanico da amostra testemunho.

Tomando o espectro mecanico médio da amostra testemunho como termo de
comparagao, podemos observar que as duas linhas do espectro mecanico (mG' e [1G") se
encontravam muito proximas e tinham um ponto de cruzamento (G’ = G") para valores
de frequéncia na ordem dos 0,003 Hz. Este tipo de estrutura, ¢ caracteristico de uma
solucdo concentrada de macromoléculas com uma componente viscosa bastante

acentuada.

Comparando a estrutura da amostra testemunho com as restantes, verificaram-se trés
situacdes distintas. A primeira situacdo diz respeito as amostras congeladas a -20 °C,
aos 28 e 35 dias de cura (20L28 e 20L35). Estas apresentaram uma estrutura um pouco
mais forte do que a amostra testemunho, ndo s6 porque a intercepcao das linhas se deu
para valores de frequéncia inferiores (na ordem dos 0,002 Hz), mas também porque
ambas as linhas do espectro se encontram um pouco acima das linhas da amostra
testemunho, revelando que, durante a congelacao, podera ter ocorrido desidratacao das

proteinas com efeitos evidentes no refor¢o da estrutura. A segunda situagdo reune as
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amostras congeladas a -10 °C, aos 28 e 35 dias de cura (10L28 e 10L35), que
apresentaram estruturas mais débeis que a amostra testemunho, com pontos de
intercepgao para valores relativamente altos de frequéncia (da ordem dos 0,010 Hz).
Este tipo de comportamento ¢ indicativo de um material menos estruturado, sugerindo
que estas amostras se caracterizaram por uma actividade proteolitica assinalavel, o que
estad de acordo com o que se tinha observado através da andlise de variancia as frac¢des
azotadas, bem como na analise em componentes principais referentes as propriedades
quimicas, onde se observou um posicionamento destas amostras no plano principal, em

zonas muito explicadas pelas frac¢des azotadas (Figura 22 e Figura 23).

Por fim, a amostra congelada ao 42° dia, foi a que manifestou uma estrutura mais
proxima da amostra testemunho, apresentando um ponto de intercepgao das duas linhas
(G' = G") exactamente igual ao da amostra testemunho (0,003 Hz) e, mesmo sendo um
processo de congelacdo lenta, verificou-se que foi nesta amostra que as propriedades

estruturais se mantiveram mais inalteradas em relacdo a amostra testemunho.
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Figura 28 — Espectros mecénicos médios das amostras testemunho e amostras submetidas ao
tunel de congelacdo. Destacado, a cinzento, o espectro mecanico da amostra testemunho.

No caso das amostras congeladas em tunel (Figura 28), ambas as amostras congeladas

aos 28 dias de cura (10R28 e 20R28) e a amostra congelada aos 35 dias de cura e
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conservada a -10 °C (10R35) apresentaram estruturas mais débeis que a amostra
testemunho, ou seja, o ponto de intercepcao das duas linhas (G' = G") ocorreu para
frequéncias superiores a 0,03Hz. No entanto, as amostras congeladas aos 35 e 42 dias de
cura e conservadas a -20 °C (20R35 e 20R42) apresentam uma estrutura muito
semelhante a estrutura apresentada pela amostra testemunho, onde estas linhas se

cruzaram em frequéncias da ordem dos 0,003Hz.

Resumindo, as amostras que apresentaram maior semelhanga, em termos de espectros
mecanicos, com a amostra testemunho foram todas conservadas a temperatura de
-20 °C, sendo uma delas congelada aos 35 dias de cura com congelagdo rapida (20R35),
e as outras congeladas aos 42 dias de cura (20R42 e 20L42). Os resultados sugeriram
que a temperatura de conservagao das amostras mais adequada foi -20 °C. Para além
disso, quanto mais rapido foi o processo de congelagdo e mais perto do final da cura

este foi aplicado, menor impacto teve nas propriedades estruturais das amostras.

Em relagdo aos parametros de cor da pasta, como ja fora observado na Tabela 12, a
amostra testemunho apresentou-se com um valor de luminosidade significativamente
menor que o das amostras congeladas (P < 0,05). Em relacdao aos restantes parametros
de cor, a congelacdo também levou ao aparecimento de diferencas significativas em
qualquer deles (P < 0,05). Assim, a congelagdo tornou a pasta do queijo mais luminosa,
mais esverdeada e mais amarelada. Para poder avaliar quais os processos em estudo que
menor impacto causaram na cor da pasta, elaboraram-se graficos com os valores médios
dos parametros de cor para a amostra testemunho e para as amostras submetidas aos

processos de congelacao (Figura 29).
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Figura 29 — Valores médios dos pardmetros de cor L* (a) a* (b) e b* (c) nas diferentes
amostras. Destacado, a cinzento, o valor médio para a amostra testemunho. Barras de erro em Y
representam o intervalo de confianga a 95%.

Apesar de se ter notado diferencas nos pardmetros de cor em todas as amostras
congeladas, quando comparadas com as amostras testemunho, € notorio que as amostras
congeladas aos 42 dias de cura sd3o as que mostraram um perfil de cor com maiores
semelhangas ao das amostras testemunho, uma vez que nestas amostras o impacto da
congelacdo nos trés parametros de cor foi menor. Nas amostras congeladas aos 28 e 35
dias de cura, observou-se que, apesar de alguns parametros do perfil de cor terem
sofrido pouco com a congelagdo, existiu sempre um parametro de cor com danos

bastante notdrios causados pela congelacao.

Para avaliar o impacto da congela¢do nas propriedades fisicas em termos globais, foi
utilizado o método da andlise em componentes principais (ACP). Nesta anélise foram

usados os resultados médios de cada tipo de amostra, por ser mais facil a analise visual
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dos gréficos finais. Na analise foram usados 7 atributos fisicos: os parametros de cor
L* a* e b* e os parametros viscoelasticos mddulo conservativo G'iy,, tangente
dissipativa tan Oy, log o e b. Na Tabela 13 apresentam-se os valores proprios e a

extrac¢ao dos componentes principais obtidos na analise efectuada.

Tabela 13 — Valores proprios e extracgdo dos componentes principais dos valores médios dos
atributos quimicos.

Compopente Valor proprio Variancia Valor proprio Variancia
principal (%) acumulado acumulada (%)
1 4,02 57,48 4,02 57,48
2 2,17 31,00 6,19 88,49
3 0,68 9,65 6,87 98,13
4 0,07 1,04 6,94 99,18
5 0,03 0,46 6,97 99,63
6 0,02 0,34 7,00 99,97
7 0,00 0,03 7,00 100,00

Os dois primeiros componentes principais explicaram 88,5% da variancia: 57,5% para o
primeiro componente e 31,0% para o segundo. S6 foram significativos os dois primeiros
componentes, uma vez que so estes apresentaram valor proprio superior a 1. Estando em
analise 7 atributos, a partida, cada um deles tem o valor préprio de 1. Com esta
metodologia, estes 7 atributos foram transformados em 7 componentes, redefinindo o
espaco e passando a ter valores proprios diferentes. Assim, por terem valor proprio
superior a 1, definiram-se os dois primeiros componentes como componentes principais:

o primeiro tem valor préoprio de 4,02 e o segundo com valor proprio 2,17.

Para perceber a importancia relativa de cada atributo em relacdo a cada um dos dois
primeiros componentes principais, determinaram-se os coeficientes de correlagdo entre

os atributos (pardmetros originais) € as componentes principais (Tabela 14).
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Tabela 14 — Coeficientes de correlagdo entre os valores médios dos atributos fisicos (variaveis
iniciais) e os dois primeiros componentes principais.

Componente
Atributo CP1 CP2
G’ 1y, (Pa) -0,99* 0,11
tan Oy 0,98%* 0,13
loga -0,98* 0,11
b -0,98%* -0,14
Cor-L* -0,32 0,60
Cor-a* 0,09 -0,96*
Cor-b* 0,25 0,92%*

* - correlagdes significativas (r > 0,7).

Os resultados da andlise mostraram que o componente principal CP1 foi explicado, com
maior peso, pelo mdédulo conservativo, loga e b (com valores de correlagdo negativos) e
pela tangente dissipativa (com valor de correlacdo positivo). O componente principal
CP2 foi explicado pelo parametro de cor a* (com valor de correlagdo negativo), e pelos

parametros de cor L* e b* (com valores de correlagao positivos) (Figura 30).
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Figura 30 — Distribuicao dos atributos fisicos no plano principal.
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Destaca-se que o CP1 foi justificado pelos parametros reologicos e o CP2 pelos
parametros de cor. Na Figura 31 podemos observar a projec¢ao das amostras congeladas
e das amostras testemunho no plano principal, constituido pelos dois primeiros

componentes principais.
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Figura 31 — Projecgdo das amostras no plano principal (atributos fisicos).

Para o agrupamento das amostras, foi usado o método de classificacdo aglomerativa
hierarquica, "Cluster Analysis" com uma distancia de ligacdo, entre amostras de cerca

de 0,8 (Figura 32).

Analisando, em simultineo, as projeccdes das amostras nos planos principais, obtidas
nas andlises em componentes principais aos atributos quimicos (Figura 23) e aos
atributos fisicos (Figura 31), pode-se constatar que a congelacdo tém um efeito mais
pronunciado nos atributos fisicos do que nos atributos quimicos estudados. No caso da
ACP — atributos quimicos, a amostra testemunho encontrava-se no centro do plano
principal, isto significava que a congelacao nao influenciava especialmente um atributo
em relagdao aos outros. No caso da ACP — atributos fisicos, isto ja ndo se observou: as
amostras congeladas separaram-se da amostra testemunho essencialmente no
componente principal 2, ou seja, o componente explicado em particular pelo perfil de

cor. Isto significa que houve um impacto assinalavel da congelacdo nos parametros
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fisicos devido, essencialmente, as diferengas encontradas na cor das amostras, que ndo é
um atributo tdo importante em termos de aceitabilidade deste queijo como os seus

atributos estruturais.
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20L35 =

20R28
10R28

10L28

20R35
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0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Distancia de ligacao

Figura 32 — Dendrograma das 11 amostras com base nas distancias euclidianas entre elas,
quando projectadas no plano principal (atributos fisicos).

As figuras anteriores mostraram um grupo de amostras com uma estrutura muito débil:
as amostras 10L28, 10R28 e 10L35. Esta estrutura débil observou-se a partir da analise
dos espectros mecanicos destas amostras (Figura 27 e Figura 28,) e na ACP — atributos
fisicos, uma vez que, estas se localizaram na zona do plano explicada pela tanoy, €
contraria ao G'jy, (Figura 31 e Figura 32). Curiosamente, estas amostras formaram o
mesmo grupo na ACP — atributos quimicos (Figura 23 e Figura 24), e localizaram-se na
zona direita do plano, muito justificada pelas frac¢des de azoto soltivel. Estes resultados
foram concordantes com trabalhos realizados em microscopia electronica, em que se
observaram alteracdes na estrutura da rede proteica de queijos congelados lentamente,
provavelmente como consequéncia da formagdo de cristais de gelo de dimensdes
superiores (Graiver ef al., 2004). As proteinas de amostras congeladas apresentam uma
superficie pregueada, com maiores distancias entre elas, e a for¢ca de ligacao diminui
(Filchakova et al., 1983). Como consequéncia disto, a resisténcia a deformacgdo das

amostras congeladas vai ser menor (Canet et al., 1995). Estes autores referem ainda que
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amostras de queijo congeladas em condi¢des ideais (por exemplo com azoto liquido),
apresentam valores de modulo de elasticidade (estatico) e de dureza semelhantes ao
testemunho ao fim de 3 meses de congelagdao. No entanto, ao fim de seis meses de

congelagdo, os valores destes parametros estruturais comecam a modificar-se.

Paralelamente, procedeu-se ao calculo individual das distdncias euclidianas entre as
amostras (duas a duas) que sofreram congelacdo e a amostra testemunho, e verificou-se
que as amostras que se aproximaram da amostra testemunho foram a amostra 20R42 e
20L42, com distancias euclidianas de 2,0 e 2,3 respectivamente. Pelo contrario, as
amostras que mais se afastaram da amostra testemunho foram as amostras 10R35 e

20R35, com distancias euclidianas de 3,7 e 3,9 respectivamente.

5.4 — Conclusoes

Neste ensaio, pretendeu-se que as amostras estivessem congeladas tempo suficiente para
causar alteragdes, usando-se um tempo de congelacao total de cerca de um ano. Assim,
foi possivel observar as modificagdes devidas a congelagdo e a conservagao em estado
congelado nas propriedades quimicas (essencialmente componentes maiores e frac¢ao
proteica) e fisicas (propriedades estruturais e parametros de cor) de queijos de ovelha de

pasta semi-mole. As conclusdes retiradas foram as seguintes:

e Em termos estruturais, pode-se observar alguma semelhanga entre as amostras
congeladas e a amostra testemunho, podendo-se destacar a amostra congelada aos
35 dias com congelagdo rapida (20R35), e ambas as outras congeladas aos 42 dias
de cura (20R42 e 20L42), como as que apresentaram espectros mecanicos com

maior semelhanca relativamente a amostra testemunho.

e A partir da evolugdo das frac¢des azotadas nas amostras congeladas, verificou-se
que as amostras submetidas ao processo de congelacdo apresentaram, em termos
gerais, valores médios de fracgdes azotadas superiores, quando comparadas com as
amostras testemunho, significando que o ciclo de congelagcdo ndo conseguiu impedir

a actividade enzimatica.

e Os valores médios de pH das amostras congeladas aos 28 dias (20L28, 10L28 e
20R28) sdo inferiores aos valores médios do pH das amostras testemunho

(P <0,05), ou seja, o pH destas amostras, ndo subiu para os valores esperados. Estes
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elementos indicam que a cura foi, de certo modo, interrompida pela congelacio, nao

tendo sido retomada, o que desaconselha a congelagdo nesta fase da cura.

e Em relagdo as propriedades quimicas, a excepcdo dos indicadores de protedlise, ndo
se registaram alteragdes inequivocas devidas a congelagdo. Na ACP — atributos
quimicos, a amostra testemunho localizou-se no centro do mapa e as diferentes
amostras congeladas localizaram-se em redor daquela, significando que as amostras

congeladas se apresentaram mais ou menos equidistantes das restantes amostras.

e (Quanto as propriedades fisicas, estas alteraram-se de forma significativa com a
congelagdo. Na ACP — atributos fisicos observou-se que a amostra testemunho se
encontrou separada pelo segundo componente (explicado pelos parametros de cor)
das restantes amostras que sofreram o processo de congelagdo, significando que os
danos da congelacdo nas propriedades fisicas foram pouco evidentes nos atributos

estruturais e mais evidentes nos atributos de cor.

e Também foi observado um endurecimento do queijo, quando submetido a
congelagao, explicado pela compactacdo das proteinas a partir das pontes de enxofre

formadas e pela formagao de granulos de gordura.

e Com este ensaio pdde-se concluir que o processo de congelacdo foi mais eficaz
quando se fez no final da cura (42 dias de cura) e quando as amostras se mantiveram
conservadas a temperatura mais baixa (-20 °C). No que se refere a velocidade de
congelagdo, ndo se observaram vantagens em relagdo ao processo de congelagdo ser
mais rapido. A partir dos resultados deste estudo, recomenda-se que o processo de
congelagdo seja aplicado no final da cura e que a temperatura de conservagdo seja

de, pelo menos, -20 °C.

e A partir do calculo das distancias euclidianas entre as amostras quando projectadas
nos planos principais da ACP — atributos quimicos e da ACP — atributos fisicos, a

amostra que mais se assemelhou a amostra testemunho foi a amostra 20R42.

Fica por estudar a dindmica das alteracdes ao longo do tempo, para definir um tempo
ideal para o produto estar congelado. Este ¢ o objectivo do terceiro ensaio que se

apresenta nesta tese.
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CAPITULO 6 — “INFLUENCIA DO TEMPO DE CONGELACAO NAS

PROPRIEDADES DO QUEIJO DE OVELHA DE PASTA SEMI-MOLE” (ENSAIO 3)

Resumo

Apesar do impacto da congelagdo nas propriedades dos queijos ser um tema bastante
controverso, existem varios motivos essenciais para que este tema se estude: em
primeiro lugar, nunca foi aplicado de uma forma sistematica em nenhum queijo
Portugués com Denominacdo de Origem Protegida. Em segundo lugar, ¢ aplicado
empiricamente por alguns produtores sem terem dados técnicos de suporte. Por ultimo,
o tecido produtivo de leite dos pequenos ruminantes apresenta, no nosso pais, uma
grande sazonalidade. Assim, 0os objectivos para este ensaio foram estudar a influéncia
do tempo de armazenamento no estado congelado (até 12 meses) nas propriedades
fisicas, quimicas e sensoriais do queijo. As varidveis estudadas foram a temperatura
(-10°C e -20 °C) e o tempo de conservagao (2, 4, 6, 8, 10 ¢ 12 meses). Os parametros
reologicos mostraram uma tendéncia para o endurecimento dos queijos ao fim de algum
tempo de congelagdo: seis meses para amostras congeladas a -10 °C e oito meses para
amostras congeladas a -20 °C. Na cor, observaram-se ligeiras lesdes na crosta das
amostras de queijo congelado, com maior incidéncia nos parametros L* e a* e com
menor incidéncia no parametro b*. Concluindo, a congelacdo de queijos de ovelha de
pasta semi-mole, a temperatura de -20 °C, por periodos ndo superiores a 6 meses
preserva, na globalidade, as caracteristicas das amostras. Para queijos de ovelha de pasta
semi-mole, com Denomina¢ao de Origem Protegida, a congelacdo a temperatura -20 °C,
por periodos superiores a 6 meses, deve ser desencorajada e, a temperatura de -10 °C,

deve ser totalmente interdita.

Palavras-chave: queijo, ovelha, congelacdo, reologia, proteolise, analise sensorial.
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6.1 — Introducao

Na tultima década, a congelagdo de queijo tém sido alvo de estudo por parte de alguns
grupos de investigadores, particularmente em Espanha, sendo possivel encontrar
trabalhos publicados para os queijos de ovelha Los Pedroches (Tejada er al., 2000;
Tejada et al., 2002) e Manchego (Prados et al., 2006) e para queijo de cabra (Castillo et
al., 2007), na Argentina, essencialmente com queijos de vaca Porto Salut (Verdini e
Rubiolo, 2002a; Verdini et al., 2003; Verdini et al., 2005; Verdini et al., 2007) e
Mozarella (Graiver et al., 2004; Ribero et al., 2007a; Ribero et al., 2007b) e nos Estados
Unidos da América, onde se encontram estudos de congelagdo a nivel de queijo de
cabra (Park e Drake, 2005; Van-Hekken et al., 2005; Park et al., 2006, Park ¢ Lee,
2006). Uma grande parte dos estudos usa temperaturas de congelacao de -20 °C,
podendo-se entender esta como uma temperatura de referéncia para congelar o queijo.
Apesar desta temperatura ndo ser inferior aos valores de temperatura de transi¢do vitrea
encontrados para queijo, -20 °C (Alvarenga et al., 2004) e -22 °C (Oliveira et al., 1997),
julga-se que os investigadores tém optado por esta ser facil de implementar numa
unidade de producao de queijo, sem representar custos de instalagdo e manutencao

muito elevados.

Recentemente, tém sido apontadas novas técnicas de congelagdo de queijo, como a
imersdo em solucao de cloreto de so6dio, combinando o processo de congelacdo com o
processo de salga, com resultados positivos, uma vez que, em relagdo aos processos
convencionais, reduz a desidratacdo das amostras e, apesar de se terem encontrado
diferengas significativas nalguns parametros reoldgicos, estas ndo impediram o

aconselhamento técnico do processo (Ribero et al., 2007a).

As propriedades que tém sido usadas para avaliar os danos causados pela congelacao
tém sido diferentes, podendo-se destacar a caracterizagcdo reologica, textural, sensorial
fisico-quimica e bioquimica (monitorizacdo dos mecanismos enzimaticos da protedlise

e lipdlise).

Em estudos de congelacdo de queijo apoiados na andlise sensorial, as conclusdes
também nao t€m sido unanimes: nalguns estudos, a congelagao afectou as propriedades
sensoriais (Tejada et al.,, 2000; Park e Drake, 2005), noutros estas propriedades

praticamente ndo foram afectadas pelo processo de congelacao (Park et al., 2006).

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagdo na produgio de queijo de ovelha. 106



Capitulo 6 — Influéncia do tempo de congelacdo nas propriedades do queijo de ovelha de pasta semi-mole

Em estudos envolvendo queijo de ovelha também nido h4 unanimidade. No queijo
Manchego, Prados et al. (2006) observaram que a quase totalidade dos atributos
analisados (quimicos, frac¢do proteica, microbioldgicos e sensoriais) nao foram
afectadas pelo processo de congelagdo. No entanto, em queijo Los Pedroches, a
congelagdo teve influéncia significativa nos atributos sensoriais (Tejada et al., 2000), na

fraccdo azotada e nos atributos microbioldgicos (Tejada et al., 2002).

Apesar de ndo haver consenso em relagdo aos danos causados pela congelagdo nas
propriedades do queijo no que se refere a proteolise, na quase totalidade dos estudos foi
relatado um aumento nos niveis das fraccdes azotadas (Ramos et al., 1987; Bertola et
al., 1996b; Tejada et al., 2002; Verdini e Rubiolo, 2002a; Verdini et al., 2003; Graiver
et al., 2004; Van-Hekken et al., 2005; Verdini et al., 2005; Verdini et al., 2007).

Em queijos de pasta dura, o impacto da congelagdo nas propriedades reoldgicas também
esta longe de ser unanime: uns relatam uma quebra na estrutura e explicam-na com a
quebra de ligagdes peptidicas ocorrida devido a protedlise (Graiver et al., 2004),
enquanto que outros ndo encontram diferengas devidas ao processo de congelagdo

(Ribero et al., 2007a).

Prados et al. (2006) estudaram a influéncia do processo de congelagdo na composicao,
na fraccdo azotada e nos atributos sensoriais de amostras de queijo Manchego
congeladas durante 3, 6 ¢ 9 meses, concluindo que as diferencas comecaram a ser

notoérias ao fim de 9 meses de congelacao.

Apesar do impacto da congelacdo nas propriedades dos queijos ser um tema em que ha
bastante controvérsia e de ser unanime que a actividade proteolitica ndo cessa, existem
varios motivos essenciais para que este tema se estude: em primeiro lugar, nunca foi
aplicado de uma forma sistematica aos queijos Portugueses com Denominacdao de
Origem Protegida, em segundo lugar, ¢ aplicado empiricamente por alguns produtores
sem terem dados técnicos de suporte, em terceiro o tecido produtivo de leite dos
pequenos ruminantes apresenta, no nosso pais, uma grande sazonalidade. Assim, os
objectivos para este ensaio foram estudar a influéncia do tempo de armazenamento no
estado congelado (até 12 meses) nas propriedades fisicas, quimicas e sensoriais do

queijo cru de ovelha de pasta semi-mole, neste caso queijo Serpa.
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6.2 — Material e métodos

6.2.1 — Delineamento experimental

Neste ensaio, usaram-se 40 amostras de queijo com 42 dias de cura, com cerca de
0,8 kg, optando-se por manter o mesmo produtor do ensaio anterior pelos motivos ja
referidos. O método de producdo de queijo foi referido em 5.2.1 (Alvarenga, 2000;
Canada, 2001; Roseiro et al., 2003¢c). Das 40 amostras usadas, 4 ndo sofreram qualquer
processo de congelagao e designaram-se por amostras testemunho, as restantes 36 foram
arrefecidas a 4 °C e, de seguida, foram congeladas numa camara a -20 °C. Estas foram
posteriormente divididas em 2 lotes de 18 amostras. Um destes lotes foi conservado a
-20 °C e o outro a -10 °C. As amostras testemunho (T) foram imediatamente analisadas
ap6s a producdo, enquanto que as restantes amostras foram congeladas durante
diferentes periodos (2, 4, 6, 8, 10 e 12 meses). Depois do periodo de congelacdo, as
amostras foram descongeladas, numa camara de refrigeracdo a 0 °C durante 3 dias e, de
seguida, prepararam-se para analise. Na Tabela 16, encontra-se o desenho experimental
do ensaio 3, onde se pode observar que as amostras testemunho se encontram em

quadruplicado, enquanto que as amostras congeladas se encontram em triplicado.
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Tabela 15 — Plano de amostragem do ensaio 3.

Temperatura Tempo de
Amostra de Congelacao Congelacao Caédigo
°C) (meses)

1 na na T

2 na na T

3 na na T

4 na na T

5 -10 2 -10C/2M
6 -10 2 -10C/2M
7 -10 2 -10C/2M
8 -10 4 -10C/4M
9 -10 4 -10C/4M
10 -10 4 -10C/4M
11 -10 6 -10C/6M
12 -10 6 -10C/6M
13 -10 6 -10C/6M
14 -10 8 -10C/8M
15 -10 8 -10C/8M
16 -10 8 -10C/8M
17 -10 10 -10C/10M
18 -10 10 -10C/10M
19 -10 10 -10C/10M
20 -10 12 -10C/12M
21 -10 12 -10C/12M
22 -10 12 -10C/12M
23 -20 2 -20C/2M
24 -20 2 -20C/2M
25 -20 2 -20C/2M
26 -20 4 -20C/4AM
27 -20 4 -20C/4AM
28 -20 4 -20C/4M
29 -20 6 -20C/6M
30 -20 6 -20C/6M
31 -20 6 -20C/6M
32 -20 8 -20C/8M
33 -20 8 -20C/8M
34 -20 8 -20C/8M
35 -20 10 -20C/10M
36 -20 10 -20C/10M
37 -20 10 -20C/10M
38 -20 12 -20C/12M
39 -20 12 -20C/12M
40 -20 12 -20C/12M

na — Nao aplicavel, pois as amostras ndo foram congeladas para servirem de testemunho.

Depois de descongeladas, as amostras foram transportadas para o laboratorio, em malas
térmicas e as analises laboratoriais tiveram inicio nesse dia. A preparacdo da amostra

consistiu na remo¢do de uma camada de queijo com 1 cm de altura, para expor uma
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superficie de pasta homogénea permitindo as determinagdes da cor, do pH e analise do

perfil de textura.

6.2.2 — Procedimentos laboratoriais

O resumo dos procedimentos das técnicas laboratoriais usadas neste ensaio encontra-se
no Capitulo 3. Para a caracterizacdo quimica das amostras foram utilizados os seguintes
parametros: pH, acidez tituldvel, azoto total, azoto solivel em agua, azoto ndo proteico,
azoto aminoacidico, bem como parametros obtidos por calculo indirecto,
nomeadamente, residuo seco, humidade referida ao queijo isento de gordura, NSA%,
NNP%, NA% e gordura no residuo seco. Para a caracterizagdo fisica analisaram-se os
parametros de cor (L*, a*, e b*), os parametros de textura (dureza, adesividade e
coesividade) e os parametros viscoeldsticos (moddulo conservativo G'iy,, tangente
dissipativa tan Jjy, log o e b). Neste ensaio foi ainda realizada a caracterizagdo

sensorial das amostras pela andlise descritiva quantitativa.

6.2.3 — Analise estatistica

As determinagdes quimicas e reoldgicas foram efectuadas em triplicado, enquanto que
para a cor foram utilizadas 10 réplicas. Para avaliar a qualidade dos resultados
laboratoriais obtidos para cada um dos parametros usou-se a estatistica descritiva,
calculando-se, para cada amostra, a média, o desvio padrao, o erro padrao da média e o

intervalo de confianca da média a 95%.

Os elementos do painel de provadores (n = 16, 8 mulheres e 8 homens) usaram as fichas
de prova ja descritas anteriormente (Figura 7), para apreciar as amostras.
Posteriormente, usou-se uma transparéncia com grelha numerada de 1 a 9 para
transformar as respostas de cada provador em escala numérica. Com esta classificacao,
obteve-se um perfil sensorial de cada provador para cada amostra. Os perfis sensoriais
de cada provador foram submetidos a classificacdo aglomerativa hierdrquica para
eventual exclusao de provadores desalinhados (Figura 33). No exemplo representado o
provador 1 foi excluido com uma distancia euclidiana de 8,5, uma vez que a sua
resposta se afastou muito das dos restantes membros do painel, que apresentam
respostas mais homogéneas. Esta metodologia foi utilizada em todas as amostras.

Posteriormente fez-se a média para cada atributo, usando os resultados do painel de

provadores aceites para cada amostra.
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Figura 33 — Dendrograma exemplificativo (exclusdo do provador 1).

Para comparar as amostras testemunho com as amostras congeladas, no que se refere
aos parametros fisicos e quimicos foram efectuadas analises de variancia a um factor
(teste de Scheffé para comparacdo de médias) e, no que se refere aos parametros
sensoriais, foi efectuada uma analise em componentes principais. Na analise dos dados

usou-se o STATISTICA 6.0 (StatSoft, 2001).

6.3 — Resultados e discussao

6.3.1 — Impacto da congelacio nas propriedades quimicas do queijo

Os valores médios, desvios padrao, bem como os resultados da analise de variancia
referentes a humidade, gordura, azoto total, acidez, pH e as fraccdes azotadas (NSA%,
NNP% e NA%) obtidas nas amostras testemunho, nas amostras congeladas a -10 °C e a
-20 °C para os diferentes periodos de congelagao (entre 2 e 12 meses) encontram-se na

Tabela 16.
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No que se refere aos componentes maiores do queijo, as amostras congeladas nao
apresentaram diferengas significativas em relagdo ao testemunho (P > 0,05) a
semelhanca do que ja fora relatado noutros estudos (Ramos et al, 1987; Verdini e
Rubiolo, 2002a; Van-Hekken et al., 2005; Verdini et al., 2005). Quando comparadas
com 0s outros ensaios, as amostras deste ensaio apresentaram, em termos gerais, valores
de humidade inferiores e valores de gordura e proteina superiores. Os valores sdo
semelhantes aos encontrados por outros autores (Dias, 1998; Alvarenga, 2000; Canada,

2001; Aguas, 2002).

Os valores médios do pH e das frac¢des azotadas, das amostras testemunho e das
amostras congeladas, foram agrupados em graficos que podem ser observados na Figura
34. Os valores médios de pH das amostras (Figura 34a), sofreram um ligeiro aumento
nos primeiros meses de congelacdo, com diferencas significativas (P < 0,05), tendo
voltado a estabilizar no final do periodo de congelagdo. Esta tendéncia foi relatada por
outros autores, embora com menor amplitude de variagdo observada (Tejada et al.,
2002; Prados et al., 2006; Ribero et al., 2007a). O ligeiro aumento nos valores de pH
das amostras congeladas pode ser explicado pelo incremento das frac¢des azotadas
devido a permanéncia da actividade das peptidases e amino-peptidases bacterianas,
embora lenta, durante o tempo de armazenamento no estado congelado, produzindo um
aumento nos oligo-peptidos, péptidos, aminoacidos, aminas ¢ amoénia (Tejada et al.,

2002; Prados et al., 2006).

Na Tabela 16 e na Figura 34b podemos observar que ndo se verificaram diferengas no
que se refere a fraccdo NSA%, a semelhanga dos resultados obtidos noutros estudos de
congelagio de queijo de ovelha (Tejada et al., 2002). E importante referir que este
indicador mede a extensdo da protedlise e ¢ independente da dimensdo dos péptidos
(Verdini et al., 2005). Quanto as restantes fraccdes azotadas (NNP% e NA%), que
representam o grau de profundidade da proteolise, isto €, até que ponto estdo, as
proteinas e os péptidos, a ser degradados em péptidos mais pequenos, observou-se que a
congelagcdo nao conseguiu impedir os mecanismos da proteolise que conduzem a sua
formacao (Figura 34c e 34d). Estes continuam a processar-se, lentamente, a semelhanca
do que foi relatado na maior parte dos estudos que determinam o impacto da congelagao
nos processos proteoliticos (Ramos et al., 1987; Bertola et al., 1996b; Tejada et al.,
2002; Verdini e Rubiolo, 2002a; Verdini ef al., 2003; Graiver et al., 2004; Van-Hekken
et al., 2005; Verdini et al., 2005; Verdini et al., 2007). Este aumento nos valores das
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fracgdes azotadas €, provavelmente, explicado pelos danos provocados pelos cristais de
gelo, formados durante a congelacdo e recristalizagdes, na rede proteica e pelas

bactérias, através da lise e da libertagdao de enzimas para o meio (Graiver et al., 2004).
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Figura 34 — Valores médios do pH (a), bem como das fraccdes NSA% (b) NNP% (¢) e NA%
(d) nas diferentes amostras. A cinzento destaca-se a amostra testemunho. Barras de erro em Y
representam o intervalo de confianga a 95%.

No caso do NNP%, observou-se um aumento gradual ao longo do tempo (a partir do
quarto més de congelacao) nas amostras congeladas a -10 °C, levando a crer que o
processo de protedlise, que envolve a producao de péptidos de menor peso molecular,
continua activo a temperatura de -10 °C. O aumento de NNP% foi gradual, mas as
diferengas encontradas, entre as amostras congeladas e as amostras testemunho, so

foram significativas ao fim de 10 meses de congelagdo (P < 0,05). Pelo contrario,
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amostras congeladas a -20 °C ndo apresentaram diferengas significativas em relagdo ao

testemunho nao congelado (P > 0,05).

No que se refere aos valores da fracgdo de NA%, estiveram estdveis até ao oitavo més
de congelagdo. A partir desse momento comegaram a aumentar de uma forma bastante
acentuada, com diferengas significativas (P < 0,05), de tal forma que, nos ultimos
quatro meses de conservagdo, os valores de azoto aminoacidico praticamente
triplicaram em relacdo ao testemunho, no caso das amostras congeladas a -10 °C e
duplicaram nas amostras congeladas a -20 °C. Estes dados sugerem que, durante os
primeiros 8 meses de congelacdo, as enzimas responsaveis pela produgdo de azoto
aminoacidico apresentaram uma actividade quase nula, para ambas as temperaturas. A
partir do 8° més tera ocorrido um fendomeno que levou a activacdo destas enzimas.
Tejada et al. (2002) também relataram um aumento das fracgdes azotadas, com
diferencas significativas, a partir do 9° més de congelagio de queijos de ovelha. E
sabido que os cristais de gelo continuam a crescer quando um alimento se encontra
congelado a temperaturas superiores a temperatura de transicao vitrea (Oliveira et al.,
1999), principalmente porque os equipamentos frigorificos estdo sujeitos a variagdes de
temperatura. Neste caso, a explicacao dos resultados pode estar no aumento dos cristais
de gelo até dimensdes tais que provoquem “stress” microbiano, levando a lise das
células, conforme relatado por Choisy et al. (1987) como motivo para degradagdes
profundas dos aminoacidos. Os resultados obtidos sugerem que as peptidases
bacterianas e as aminopeptidases bacterianas continuaram activas, embora mais lentas,
durante o tempo de armazenagem no estado congelado, provocando um aumento
gradual de oligo-péptidos, aminodcidos, aminas € amoénia (Tejada et al., 2002; Prados et
al., 2006). Este aumento também pode estar relacionado com o facto de, durante a
congelagdo, ndo haver crescimento microbiano e, consequentemente, estas substancias

ndo serem usadas como metabolitos (Prados et al., 2006).

6.3.2 — Impacto da congelacio nas propriedades fisicas do queijo

Os valores médios, os desvios padrao, bem como os resultados da analise de variancia

referentes as propriedades fisicas de cada tipo de amostra encontram-se na Tabela 17.
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No que se refere as propriedades reoldgicas, em termos gerais, observou-se um
endurecimento na estrutura nas amostras congeladas a -10 °C (a partir do 6° més), bem
como nas amostras congeladas a -20 °C (a partir do 8° més). Por outro lado, em relagdo
a cor, as amostras congeladas a -10 °C sofreram um forte impacto, ao passo que as
amostras congeladas a -20 °C apresentaram apenas algumas alteracdes pontuais com

diferengas significativas.

Os parametros de textura (Figura 35a e 35b) mostraram uma tendéncia para o
endurecimento ja relatada no ensaio anterior. No entanto, neste ensaio conseguiu-se
observar claramente que, sé a partir de um determinado momento ¢ que essa tendéncia
de endurecimento das amostras se comeca a observar. Quando a temperatura de
congelagao foi -10 °C o aumento de dureza s6 comegou a apresentar diferencas
significativas (P <0,05) ao fim de 6 meses de congelacao e, depois do 10° més de
congelagdo, observou-se um aumento da dureza para valores superiores ao dobro do
valor de dureza da amostra ndo congelada. Nas amostras congeladas a -20 °C, s6 ao fim
de 8 meses ¢ que a dureza apresentou diferengas significativas e nunca se verificou um
aumento de dureza duplo quando comparado com a amostra testemunho. O

comportamento observado para a variacao da adesividade foi semelhante.
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Figura 35 — Valores médios dos parametros de dureza (a) ¢ adesividade (b) nas diferentes
amostras. A cinzento destaca-se a amostra testemunho. Barras de erro em Y representam o
intervalo de confianca a 95%.

Como vimos anteriormente, o endurecimento da estrutura de um queijo submetido a
congelagdo foi observado por outros autores (Diefes ef al., 1993; Bertola et al., 1996b) e

explicado pela desidrata¢do local das proteinas, com consequentes alteracdes na sua
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estrutura, por formagdo de granulos de gordura e compactacio das proteinas devido as
pontes dissulfureto formadas. O aumento das dimensdes dos cristais de gelo, provocado
pela recristalizagdo (observada em longos periodos de congelagdo) dificulta a
recolocacao das moléculas de 4agua na interface lipido-caseina apds a descongelacao,

diminuindo o seu efeito lubrificante e provocando uma estrutura mais dura no queijo.

Para quantificar as propriedades viscoelésticas, foram realizados testes SAOS “small
amplitude oscillatory stress”. Como foi referido anteriormente, antes dos varrimentos de
frequéncia, efectuaram-se os varrimentos de tensdo para determinar a tensao que
garantisse que os espectros mecanicos fossem obtidos na zona viscoelastica linear. Na
Figura 36 podem-se observar os varrimentos de tensdo realizados as frequéncias de 0,1,

1 e 10Hz.
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Figura 36 — Varrimento de tensdes médios.

Este teste teve uma ligeira diferenca em relacdo aos ensaios anteriores, que residiu no
facto de se terem usado trés frequéncias no varrimento de tensdo: 0,1, 1 ¢ 10 Hz. E
importante referir que foram efectuados varrimentos de tensdo antes de ensaiar cada
grupo de 3 amostras idénticas, os resultados foram sempre semelhantes e, por esse
motivo, para facilitar a apreciagdo, optou-se por elaborar um grafico com os valores
médios. Apesar dos valores de G’ serem superiores quando se usaram frequéncias mais
elevadas, os resultados foram idénticos aos ensaios anteriores, ou seja, a tensdo de 50 Pa

foi usada para realizar os espectros mecanicos de amostras de queijo curado, garantindo
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assim um varrimento de frequéncias na zona viscoelastica linear. Na Figura 37 podem-
se observar os espectros mecanicos obtidos a partir dos varrimentos de frequéncia das
amostras congeladas a -10 °C, ao longo dos diferentes tempos de armazenamento.
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Figura 37 — Espectros mecanicos médios das amostras testemunho (—ms—) e das amostras
congeladas a -10 °C (—m—) para diferentes periodos de congelacdo em meses (M).

Tomando o espectro mecanico médio da amostra testemunho como termo de
comparagdo, a cinzento nas figuras, estas caracterizam-se por apresentarem uma
estrutura muito débil, com uma forte dependéncia do G’ e G” em relagdo a frequéncia e
com um ponto critico (G' = G") bem pronunciado, frequentemente descrita como uma
estrutura tipica de suspensdes de macromoléculas (Franco ef al., 1998). Este ponto
critico, que caracteriza uma estrutura débil referida anteriormente, foi detectado no
espectro da amostra testemunho a uma frequéncia de cerca de 0,003 Hz. Quanto as
amostras congeladas a -10 °C, observou-se que, nos primeiros quatro meses, 0 ponto
critico se manteve em valores de frequéncia semelhantes, ou seja a volta de 0,003 Hz,
no sexto més de congelagdo o ponto critico, desceu para uma frequéncia de cerca de

0,002 Hz, significando que a estrutura comegou a ficar mais elastica.

Ao fim do oitavo més de congelacdo deixou de ser detectado o ponto critico nos
espectros mecanicos, significando que a estrutura ficou mais firme e mais propria de um
gel fraco. Nas amostras com mais de 8§ meses de congelacdo também se verificou uma

diminuicdo da dependéncia dos moddulos em relagdo a frequéncia, que também ¢
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caracteristica de estruturas mais firmes. Os resultados da andlise de varidncia dos
valores de G'jy, foram semelhantes: nas amostras congeladas até 6 meses (inclusive)
ndo foram encontradas diferengas significativas em relacdo as amostras testemunho; A
partir do oitavo més, observaram-se valores superiores de modulo elastico (1 Hz) nas
amostras congeladas em relacdo as amostras testemunho, com diferencgas significativas
(P < 0,05) para as amostras -10C/8M e -10C/12M, mas sem diferencas significativas
para a amostra -10C/10M.

Na Figura 38, observam-se os espectros mecanicos das amostras congeladas a -20 °C ao

longo dos diferentes tempos de armazenamento.
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Figura 38 — Espectros mecénicos médios das amostras testemunho (—ms—) e das amostras
congeladas a -20 °C (—m—) para diferentes periodos de congelacdo em meses (M).

Todas as amostras congeladas a -20 °C apresentaram propriedades semelhantes as
amostras testemunho, nomeadamente apresentaram uma elevada dependéncia dos
modulos em relagdo a frequéncia e um ponto critico (G’ = G") caracteristico de matrizes
com uma estrutura débil. Os espectros mecanicos das amostras congeladas a -20 °C
foram todos muito semelhantes ao da amostra testemunho, como se pode observar na
Figura 38 e, a partir da anélise de variancia os valores de G'jy,, verificou-se que as

amostras congeladas a -20 °C ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo ao
testemunho (P > 0,05).
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Resumindo, os espectros mecanicos de amostras congeladas a -10 °C foram claramente
afectados a partir do oitavo més de congelacdo, enquanto que as amostras congeladas a
-20 °C mantiveram os espectros mecanicos sem alteragdes ao longo dos 12 meses de
congelagdo. Com este ensaio, ficou bem patente que as alteragdes reologicas sofridas
por queijos, durante a congelacdo, ndo foram devidas ao processo de protedlise o qual
ndo ¢ totalmente interrompido durante este periodo, mas sim devidas a desidratacdo e
compactagdo da estrutura proteica explicada anteriormente (Diefes et al., 1993; Bertola
et al., 1996b). Caso a protedlise fosse um fendmeno importante na explicacdo das
mudangas estruturais durante a congelacdo, teria sido relatado um amolecimento dos

queijos congelados.

Neste momento, ¢ importante salientar que os processos de endurecimento ocorridos
durante a congelagdo, foram detectados de uma forma mais eficaz pela determinagao da
dureza, em relacdo ao moddulo eldstico, em ambos os Capitulos 5 e 6. No entanto,
quando esteve em causa a monitorizacdo do amolecimento ocorrido durante o processo
de cura, devido a proteolise e abaixamento de pH (Capitulo 4), observou-se que as
medigoes reologicas fundamentais foram mais eficazes na descriminacao das mudancas
ocorridas. Estas observacdes sugerem que, apesar de estas duas técnicas reologicas
poderem ser consideradas um pouco redundantes, complementam-se e, em estudos
envolvendo a monitorizacao reologica de queijo, nao devem deixar de ser usadas em

conjunto.

Quanto a cor da crosta, a congelagdo causou um impacto muito significativo nessa
caracteristica nas amostras congeladas a -10 °C, observando-se diferencas significativas
entre o testemunho e praticamente todas as amostras congeladas (P < 0,05), com maior
incidéncia nos parametros de cor da crosta L* e a*. No entanto, comparando a cor da
crosta das amostras congeladas a -20 °C com as amostras testemunho, praticamente nao
se encontraram diferencgas significativas (P > 0,05) (Tabela 17). A evolugdo dos valores
de cor da crosta ao longo do periodo de congelacdo, bem como a sua comparagdo com a

amostra nao congelada, pode ser observada na Figura 39.

A luminosidade da crosta das amostras congeladas apresentou valores superiores as
amostras testemunho (Figura 39a) e observou-se uma subida gradual da luminosidade
com o tempo de congelacdo, significando que, as amostras congeladas foram-se
tornando cada vez mais esbranquicadas. Esta lesdo foi aumentando com o tempo de

congelacao e foi mais evidente a -10 °C. Apesar deste fendmeno ter sido mais acentuado
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nas amostras congeladas a -10 °C, com diferencgas significativas entre os valores médios
obtidos (P < 0,05), esta tendéncia, também se observou, embora de uma forma mais

ligeira, nas amostras congeladas a -20 °C.
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Figura 39 — Valores médios dos pardmetros de cor da crosta L* (a), a* (b) e b* (¢) nas
diferentes amostras. A cinzento destaca-se a amostra testemunho. Barras de erro em Y
representam o intervalo de confianga a 95%.

As lesoes, ao nivel da cor da crosta, das amostras congeladas a -10 °C, também se
observaram com clareza ao nivel do pardmetro a*. Nestas amostras, observou-se um
aumento dos valores do parametro a*, com diferencas significativas entre os valores
médios obtidos (P < 0,05), o que significa que a crosta das amostras congeladas se
tornou menos esverdeada (e mais avermelhada). Em relacdo ao parametro de cor da

crosta b*, observaram-se valores superiores nas amostras congeladas em relacdo as
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amostras testemunho, apesar de s se terem encontrado diferencas significativas (P <
0,05) nas amostras congeladas durante 4 ¢ 6 meses a -10 °C. Assim, verificou-se uma

ligeira tendéncia para o amarelecimento da crosta das amostras congeladas.

Na Figura 40 pode-se observar o comportamento das amostras congeladas a -10 °C e

-20 °C, quanto a cor da pasta.
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Figura 40 — Valores médios dos parametros de cor da pasta L* (a), a* (b) e b* (¢) nas
diferentes amostras. A cinzento destaca-se a amostra testemunho. Barras de erro em Y
representam o intervalo de confianca a 95%.

Comparando os graficos da Figura 40 com os da Figura 39, pode-se observar que a
congelacdo ndo causou danos assinaldveis ao nivel da cor da pasta. A cor da pasta foi
semelhante nas amostras congeladas em relagdo as amostras testemunho e ndo

apresentou diferencas significativas entre os resultados (P > 0,05). Apesar disso, foi
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possivel detectar um ligeiro aumento do pardmetro de cor da pasta L*, mais evidente
nas amostras congeladas a -20 °C e um ligeiro aumento do pardmetro de cor da pasta b*,
nas amostras congeladas a -10 °C. Estes dados ja tinham sido observados no ensaio 2,
embora de uma forma mais pronunciada. Assim, podemos dizer que a congelagdo
afectou os parametros de cor da pasta do queijo e observou-se que a pasta se tornou
mais luminosa e mais amarelada. Estas alteragdes sdo bastante ligeiras, indicando que a

congelagao afecta principalmente a cor da superficie dos queijos.

6.3.3 — Impacto da congelacio nas propriedades sensoriais do queijo

Os valores médios e desvios padrao, bem como os resultados da analise de varidncia
relativos as propriedades sensoriais de cada tipo de amostra, encontram-se na Tabela 18.
Alguns atributos usados nesta analise carecem de informagdo adicional para serem
percebidos. Assim, a espessura da crosta e a ligagao da crosta a pasta estdo relacionadas
com lesdes superficiais provocadas pela secagem superficial durante a congelagdo. A
cor da pasta ¢ a sensacdo percebida pelo 6rgdo da visdo e varia entre branca e
ligeiramente amarelada (NP 1922, 1985). Os olhos sdo a propriedade visual associada a
uma contaminagdo por microrganismos produtores de gas. O cheiro amoniacal ¢ o odor
ndo-caracteristico associado geralmente a alteracdes do produto e a processos de
protedlise bastante profundos. A textura ¢ o conjunto de propriedades, mecanicas,
geométricas e de superficie, perceptiveis mediante receptores tacteis e, eventualmente,
por receptores visuais e auditivos (ISO 5492, 1992), sendo a textura granulosa
relacionada com a percep¢do do tamanho e da forma de particulas e a textura
amanteigada relacionada com queijo que entorna, ou seja, queijo que ao partir a0 meio,
passado algum tempo, cria uma ligeira barriga (ISO 5492, 1992). Em relacdo aos
sabores elementares e picante, estdo definidos na ISO 5492 (1992), sendo o sabor
picante associado a sensagdo gustativa de picadas. O “flavour” € o conjunto completo
das sensacgdes olfactivas, gustativas e trigeminais percebidas durante a degustagdo (ISO
5492, 1992). A persisténcia € a sensacdo olfacto-gustativa remanescente semelhante
aquela detectada quando o produto estava na boca e cujo tempo de duracao pode ser
medido, enquanto que o gosto residual ¢ uma sensagdo olfacto-gustativa que aparece
apos eliminacdo do produto, que difere das sensagdes detectadas quando o produto

estava na boca (ISO 5492, 1992).
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Na andlise de variancia dos resultados que se encontram na Tabela 18 foi utilizado o
teste de comparacdo de médias de Scheffé. No entanto deve ter-se algumas reservas no
uso dos resultados desta analise, uma vez que foram obtidos com os resultados de
apenas 3 réplicas. Por esse motivo, elaboraram-se perfis sensoriais (Figura 41, 42 ¢ 43)
em que os atributos foram agrupados em trés conjuntos: aspecto e textura, cheiro e
sabor e “flavour”. Para facilidade de interpretacdo, em cada perfil sensorial s6 foram
incluidas 3 amostras: a amostra testemunho, uma amostra congelada por um periodo

curto (2 meses) e uma amostra congelada por um periodo longo (12 meses).
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Figura 41 — Valores médios dos atributos de aspecto e textura das amostras testemunho nao

congeladas (—), congeladas durante 2 meses ( ) e congeladas durante 12 meses (= = =), a
temperatura de -10 °C (a) e de -20 °C (b).

Os atributos de textura das amostras congeladas a -10 °C (Figura 41a) apresentaram-se
ligeiramente alterados em relagdo as amostras testemunho, quando sdo considerados
longos periodos de congelacao (12 meses), no entanto, se esses periodos forem curtos (2
meses), ndo se encontraram diferencas sensoriais relativas a textura. O aumento dos
valores do atributo textura granulosa, em ambas as amostras congeladas a -10 °C e -20
°C (Figura 41a e 41b), foi, no entanto, mais evidente para longos tempos de congelagdo
e com temperaturas de congelacao -10 °C. Estes elementos reforcam os dados obtidos
nos ensaios reologicos de dureza e modulo conservativo e complementam a explicacao
desses dados. O facto da textura se apresentar mais granulosa corrobora a explicagdo
defendida por vérios autores (Diefes et al., 1993; Bertola et al., 1996b) que atribuiram a

desidratacao local das proteinas a quebra da estrutura proteica, permitindo o contacto
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entre os pequenos globulos de gordura, levando a formagdo dos granulos que se
percepcionam em termos sensoriais. Estes granulos formaram-se nas amostras
congeladas induzindo directamente um aumento no atributo textura granulosa e,
indirectamente, numa diminui¢ao do atributo textura amanteigada. Também foi possivel
observar uma diminui¢do da textura amanteigada em todas as amostras, no entanto,
mais pronunciada para amostras congeladas a -10 °C por longos periodos de
congelacdo. Em estudos de outros queijos de ovelha envolvendo congelagao a -20 °C,
também se observou uma diminui¢ao da cremosidade (Tejada et al., 2000; Prados et al.,

2006) e um aumento da textura granulosa (Tejada et al., 2000).

E importante referir que, apesar de diferencas muito ligeiras, o perfil sensorial de
aspecto e textura das amostras congeladas a -20 °C (Figura 41a) ¢ muito proximo do
obtido para a amostra testemunho. A excepgao apresentou-se no atributo cor da pasta,
em que as amostras congeladas apresentaram valores inferiores as amostras testemunho,
indicando que a pasta das amostras congeladas (principalmente a -20 °C), foi

classificada como mais esbranquicada do que das amostras testemunho.

cheiro amoniacal cheiro amoniacal
670/ T~ 650/ T~
-7 Tl Sabor -7 TNl Sabor
picante picante
sabor sabor
doce doce
sabor salgado sabor salgado
(a) -10 °C (b) -20 °C

Figura 42 — Valores médios dos atributos de cheiro e sabor das amostras testemunho néo

congeladas (~—), congeladas durante 2 meses ( ) e congeladas durante 12 meses (= = =), a
temperatura de -10 °C (a) e de -20 °C (b).

Nos atributos de cheiro e sabor, também se verificou uma coincidéncia bastante
pronunciada entre a amostra testemunho e as amostras congeladas a -20 °C, quer por
periodos curtos quer por periodos longos (Figura 42b): a semelhanca dos trés tracados

foi bastante evidente. No entanto, nas amostras congeladas a -10 °C observaram-se
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diferencas evidentes (Figura 42a): o aumento do cheiro amoniacal, principalmente
observado nas amostras congeladas durante longos periodos, sugere actividade das
peptidases e amino-peptidases bacterianas, embora lenta, com produg¢do de amonia
(Tejada et al., 2002; Prados et al., 2006), o que podera estar relacionado com o ligeiro
aumento do pH destas amostras. Quanto aos sabores amargo e acido, aumentaram
ligeiramente em relagdo a amostra testemunho, em ambos os periodos de

armazenamento. Os restantes parametros nao foram afectados pela congelacao.

flavour caracteristico flavour caracteristico
8,0/ N 850/ T N

R X .60
classificagdo .- 7 S~ hY flavour clas 51ﬁca<;ao/ e > RN flavour
pior .-~ > "~ azedo pior .-~ “~_azedo
melhor / melhor

/
\\ / \\
\ ! \
\ ! \
\ ! \
\ ! \
\ ! \
\ ! \
\ \
\ \
\ \
\
\
gosto gosto
residual persisténcia residual persisténcia
(a) -10°C (b) -20 °C

Figura 43 — Valores médios dos atributos de “flavour” das amostras testemunho ndo congeladas

(=), congeladas durante 2 meses (: ) e congeladas durante 12 meses (= = =), a
temperatura de -10 °C (a) e de -20 °C (b).

Em relagdo aos atributos de “flavour”, bem como o gosto residual, também se pdde
observar uma coincidéncia muito grande entre os tracados da amostra testemunho e das
amostras congeladas a -20 °C, em ambos os periodos de congelacdo (Figura 43b). Nas
amostras congeladas a -10 °C (Figura 43a), observou-se uma manutencao nos atributos
de “flavour” para baixos tempos de permanéncia no estado congelado, no entanto, para
longos periodos de congelacdo, observou-se um abaixamento em atributos muito
importantes como o “flavour” caracteristico, o gosto residual e classificagdo global

pior/melhor.

Para avaliar o impacto do tempo de armazenagem a -10 e a -20 °C nas propriedades
sensoriais das amostras de queijo, os resultados médios da caracterizagdo sensorial
foram sujeitos a uma andlise em componentes principais (ACP). O niimero de amostras

usadas foi 13 e estdo em jogo 17 atributos sensoriais. Como o nimero de atributos nao
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pode ser superior ao nimero de amostras, julgou-se mais importante incluir os atributos
de cheiro, textura, sabor e “flavour”, excluindo-se os atributos de aspecto. Assim,
usaram-se nesta analise os seguintes atributos: cheiro amoniacal, textura granulosa,
textura amanteigada, sabor picante, sabor doce, sabor acido, sabor salgado, sabor
amargo, “flavour” caracteristico, “flavour” azedo, persisténcia, gosto residual e
classificagdo global pior/melhor (13 atributos). Na Tabela 19 apresentam-se os valores

proprios e a extraccdo dos componentes principais.

Tabela 19 — Valores proprios e extracgdo dos componentes principais dos valores médios dos
atributos sensoriais.

Compopente Valor préprio Variancia Valor proprio Variancia
principal (%) acumulado acumulada (%)
1 8,65 66,52 8,65 66,52
2 1,97 15,12 10,61 81,64
3 0,99 7,58 11,60 89,22
4 0,56 4,29 12,16 93,52
5 0,31 2,38 12,47 95,90
6 0,22 1,73 12,69 97,63
7 0,19 1,46 12,88 99,08
8 0,08 0,63 12,96 99,71
9 0,02 0,18 12,99 99,90
10 0,01 0,10 13,00 100,00
11 0,00 0,00 13,00 100,00
12 0,00 0,00 13,00 100,00
13 0,00 0,00 13,00 100,00

Os dois primeiros componentes principais explicaram 81,7% da variancia: 66,5% para a
primeira componente e 15,1% para a segunda. S6 foram significativos os dois primeiros
componentes, uma vez que sO estes apresentaram valor préprio superior a 1. O valor
proprio do primeiro componente foi 5,65 ¢ o do segundo 1,97. Na Tabela 20,
encontram-se os coeficientes de correlagdo entre os atributos (pardmetros originais) € o0s

componentes principais obtidos com a andlise efectuada.
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Tabela 20 — Coeficientes de correlagdo entre os valores médios dos atributos sensoriais
(variaveis iniciais) e os dois primeiros componentes principais.

Componente
Atributo CP1 CP2
Cheiro amoniacal 0,94* -0,08
Textura granulosa 0,95* 0,14
Textura amanteigada -0,92* 0,17
Sabor picante -0,76* 0,39
Sabor doce 0,69 -0,51
Sabor salgado -0,40 0,74*
Sabor acido 0,81* 0,47
Sabor amargo 0,80* 0,47
“flavour” caracteristico -0,95% -0,10
“flavour” azedo 0,76* 0,54
Persisténcia -0,79* -0,06
Gosto residual -0,72* 0,43
Classificacao global pior/melhor -0,96* -0,06

* - correlagdes significativas (r > 0,7).

O componente principal CP1 foi explicado, com maior peso, pelos atributos: cheiro
amoniacal, textura granulosa, sabor acido e sabor amargo e “flavour” azedo (com
valores de correlagdo positivos). O sabor doce ndo teve correlagdo superior a 0,70 com
nenhum componente principal, no entanto aparece com uma correlacdo bastante elevada
(e de sinal positivo) com o CP1. O CP1, foi ainda explicado (mas com correlagdes
negativas) por: textura amanteigada, sabor picante, “flavour” caracteristico, persisténcia,
gosto residual e classificacao global pior/melhor. O componente principal CP2 foi
explicado, com maior peso, pelo atributo sabor salgado, com valores positivos de

correlagao.

Na Figura 44 pode-se observar a distribui¢do dos atributos sensoriais no plano principal

formado pelas duas primeiras componentes.
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Figura 44 — Distribuic¢ao dos valores médios dos atributos sensoriais no plano principal (CP1 vs
CP2).

O componente principal CP1 distinguiu-se como eficaz na separacdo dos atributos
considerados positivos, a saber, classificagdo global pior/melhor, “flavour”
caracteristico, persisténcia, textura amanteigada, sabor picante e gosto residual, no seu
quadrante negativo, enquanto que os atributos considerados negativos aparecem no
quadrante positivo: sabor azedo, sabor amargo, sabor 4cido, textura granulosa, cheiro
amoniacal e sabor doce. O componente principal CP2 caracterizou-se pelo sabor

salgado.

Na Figura 45 pode observar-se a projeccdo dos valores médios das amostras no plano

principal, constituido pelos dois primeiros componentes principais.
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Figura 45 — Projeccdo das amostras no plano principal (atributos sensoriais).

Para o agrupamento das amostras, foi usado o método de classificacdo aglomerativa
hierarquica, "Cluster Analysis", com uma distancia de ligagao entre amostras de cerca
de 1,0 (Figura 46). Este tipo de analise multivariada dividiu as amostras em dois grupos.
Um desses grupos, constituido pela amostra testemunho, por todas as amostras
congeladas a -20 °C e pela amostra congelada a -10C/4M, foi designado por grupo G. O
facto das amostras do grupo G estarem muito juntas no plano, indica que ha uma
semelhanga muito grande entre elas no que se refere aos atributos sensoriais usados
nesta analise: cheiro amoniacal, textura granulosa, textura amanteigada, sabor picante,
sabor doce, sabor 4acido, sabor salgado, sabor amargo, “flavour” caracteristico, “flavour”
azedo, persisténcia, gosto residual e classificacdo global pior/melhor. Uma vez que
todas as amostras congeladas a -20 °C se encontram neste grupo, pode-se afirmar, com
alguma seguranca, que a congelagdo a -20 °C causou pouco impacto ao nivel do perfil

sensorial dos queijos de ovelha.

Pelo contrario, as amostras congeladas a -10 °C apresentaram-se afastadas da amostra
testemunho, com excepcao da amostra dos quatro meses de congelagao (-10C/4M), que

se encontra no grupo G. Uma observacao pouco cuidadosa poder-nos-ia levar a excluir

N B Alvarenga (2008). Introdugéo da tecnologia de congelagdo na produgio de queijo de ovelha. 132



Capitulo 6 — Influéncia do tempo de congelacdo nas propriedades do queijo de ovelha de pasta semi-mole

totalmente esta temperatura como uma temperatura adequada a preservacdo dos
atributos sensoriais, no entanto, se observarmos a localizacdo da amostra -10C/2M,
também se encontra do lado esquerdo do grafico. O facto de se encontrar afastada em
relagdo ao grupo G, na vertical, significa que apresentou um sabor salgado mais
acentuado. Estes dados podem nao estar relacionados com o processo de congelacdo em
si, mas sim pelo processo artesanal de producdo que contempla uma adi¢gdo manual de
sal podendo causar alguns desequilibrios na distribuicao de sal pelos queijos. De facto,
os resultados individuais por amostra (dados ndo apresentados), mostraram que duas das
3 amostras com maior teor de sal, se encontram neste grupo (-10C/2M), reflectindo-se

num aumento do valor médio deste atributo nestas amostras.

Testemunho
-20°C/6M
-20°C/8M

-20°C/10M
-20°C/12M
-10°C/4M

-20°C/2M

-20°C/4M
-10°C/10M

-10°C/12M

-10°C/8M
-10°C/2M

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Distancia de ligagao

Figura 46 — Dendrograma das 11 amostras com base nas distancias euclidianas entre elas,
quando projectadas no plano principal (atributos sensoriais).

Pelo que ficou exposto, os valores elevados de sabor salgado da amostra -10C/2M
colocaram-na na parte superior do plano principal (Figura 45), afastando-a do grupo G.
No entanto, pelo facto do periodo de congelagdo desta amostra ser 2 meses (inferior ao
da amostra -10C/4M) seria espectavel que, caso ndo se apresentasse com um sabor

salgado tdo pronunciado, esta amostra também se encontrasse no seio do grupo G.
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De qualquer forma, todas as amostras congeladas a -20 °C, bem como as amostras
congeladas a -10 °C por um periodo inferior ou igual a 4 meses, apresentaram-se no
lado esquerdo do plano, ou seja do lado negativo do componente principal CP1,
explicado pelos atributos sensoriais positivos, a saber, classificacdo pior/melhor,
persisténcia, gosto residual, flavour caracteristico, textura amanteigada e sabor picante.
As amostras congeladas a -10 °C por periodos superiores a 4 meses encontraram-se do
lado direito do plano que foi explicado pelos atributos depreciativos, a saber, sabores

acido, amargo e doce, cheiro amoniacal, textura granulosa e flavour azedo.

6.4 — Conclusoes

Neste ensaio, pretendeu-se estudar o impacto da congelagdo das amostras de queijo ao
longo do tempo de armazenamento no estado congelado, nas propriedades quimicas
(essencialmente componentes maiores e frac¢do proteica) e fisicas (propriedades
estruturais e parametros de cor) e sensoriais de queijos de ovelha de pasta semi-mole.

As conclusoes obtidas foram as seguintes:

e Todas as amostras congeladas apresentaram propriedades semelhantes as amostras
testemunho, no que se refere aos componentes principais do queijo, ou seja,
humidade, gordura e proteina (P > 0,05). O pH das amostras congeladas apresentou
valores ligeiramente superiores aos valores das amostras testemunho. Esta diferenga
de pH pode estar ligada a manuten¢do da actividade enzimatica, mesmo a baixas
temperaturas, com producdao de compostos com reac¢do alcalina, como alguns

aminoacidos, aminas € amonia.

e A extensdo da protedlise, ou seja a quantidade de péptidos soluveis em agua
independentemente das dimensdes destes, medida a partir dos valores de azoto
soluvel em agua, também ndo foi afectada pelo processo de congelagdo, nao se
encontrando diferencas significativas entre a média das amostras testemunho e as
amostras congeladas (P > 0,05). No entanto, o grau de profundidade da protedlise,
isto ¢, até que ponto as proteinas e os péptidos estdo a serem degradados em
péptidos mais pequenos, medida a partir dos azotos nao proteico e aminoacidico, s6
se manteve durante 4 meses nas amostras congeladas a -10 °C e durante 8§ meses nas
amostras congeladas a -20 °C. A partir destes periodos, a protedlise comegou a ser
cada vez mais profunda, principalmente nas amostras congeladas a -10 °C. As

flutuagdes de temperatura induzem, inevitavelmente, um aumento nas dimensoes
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dos cristais de gelo, e os danos provocados por estes cristais causam danos, quer na
rede proteica, quer nas membranas celulares das bactérias, promovendo a lise € um
enriquecimento enzimatico do substrato. Esta observacdo esta associada ao ligeiro
aumento de pH, e ao aumento do cheiro amoniacal detectado pelo painel de

provadores, nas amostras congeladas a -10 °C, a partir do 6° més de congelacao.

e Os parametros reoldgicos, mostraram uma tendéncia para o endurecimento dos
queijos ao fim de algum tempo de congelagdo: seis meses para amostras congeladas
a -10 °C e oito meses para amostras congeladas a -20 °C. Esta tendéncia apresentou
diferencas significativas nos valores da dureza para ambas as temperaturas de
congelagdo. No entanto, no caso do moédulo conservativo, apenas se detectaram
diferengas significativas nas amostras congeladas a -10 °C (P < 0,05). O
endurecimento das amostras sujeitas ao processo de congelagdo, a partir de um
determinado periodo, ¢ muito pronunciado: a dureza das amostras congeladas a
-10 °C duplica a partir do 6° més e das amostras congeladas a -20 °C a partir do 8°

A

mes.

e Na cor, observaram-se ligeiras lesdes na crosta das amostras de queijo congelado,
com maior incidéncia nos parametros L* e a* e com menor incidéncia no parametro
b*. Com o passar do tempo de congelacdo, a cor da crosta das amostras foi-se
tornando cada vez mais esbranquicada, menos esverdeada (mais avermelhada) e
mais amarelada, principalmente nas amostras congeladas a -10 °C (P < 0,05).
Também se encontrou alguma tendéncia para este fendmeno nas amostras
congeladas a -20 °C, embora, na maior parte dos casos, ndo se tenham encontrado

diferencas significativas (P > 0,05).

e Quanto a cor da pasta, as alteracdes causadas pela congelagdo ndo foram tdo
evidentes, nao se encontrando diferencas significativas (P > 0,05). Pode-se por isso
concluir que a congelagcdo causou lesdes mais pronunciadas ao nivel superficial, nas
amostras congeladas a -10 °C, podendo-se reflectir ao nivel da aceitabilidade dos
queijos, uma vez que estas lesdes estdo ligadas ao aspecto visual dos queijos, que

tém importancia fundamental na apreciacao dos mesmos pelos consumidores.

e Quando se compararam amostras congeladas a -10 °C e a -20 °C com amostras
testemunho (ndo sujeitas ao processo de congelagcdo), ao nivel dos atributos

sensoriais, verificou-se que a temperatura de congelacdo de -20 °C, foi bastante
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eficaz na manuten¢do dos atributos sensoriais positivos dos queijos, podendo-se
destacar o “flavour” caracteristico, a textura amanteigada, o sabor picante, a
persisténcia e o gosto residual. Quanto as amostra congeladas a -10 °C, também
houve manuten¢ao destes atributos durante quatro meses, no entanto, ao fim de seis
meses de congelagdo, comecaram a sofrer danos perceptiveis pelo painel de
provadores (e.g. a textura comecgou a ficar granulosa, o cheiro amoniacal, e os

sabores acido, amargo e azedo comegaram a acentuar-se).

Ao longo dos 12 meses de congelacao a -20 °C ocorrem os seguintes fendmenos: os
constituintes principais do queijo, a cor da pasta, bem como os pardmetros cromaticos
da crosta a* e b* mantiveram-se inalterados. A partir do 4° més de congelagdo ocorreu
um ligeiro aumento na luminosidade da crosta. A partir do 8° més observou-se um
endurecimento bastante significativo e, a partir do 10° més, iniciou-se o processo de
protedlise (principalmente ao nivel da profundidade). A excepgdo da dureza, todas estas
altera¢des foram muito ligeiras e ndo se reflectiram ao nivel da apreciacdo sensorial das

amostras.

As alteracdes observadas nas amostras congeladas a -10 °C resumem-se da seguinte
forma: os constituintes principais do queijo e a cor da pasta mantiveram-se inalterados.
A partir do 2° més de congelagdo ocorreram alteragdes na cor da crosta. A partir do 6°
més observou-se um endurecimento bastante significativo da pasta e iniciou-se o
processo de protedlise (principalmente ao nivel da profundidade). Estas alteragdes
levaram a uma apreciacdo sensorial das amostras muito negativa a partir do 6° més de

congelagao.

Concluindo, a congelacao de queijo de ovelha de pasta semi-mole a temperatura de
-20 °C, por periodos ndo superiores a 6 meses preservou, na globalidade, a qualidade
das amostras. Por periodos superiores comecaram a surgir alguns danos, nao detectados
ao nivel sensorial. Assim, para queijos com Denominagdo de Origem Protegida, onde os
padrdes de qualidade devem ser muito exigentes, a congelacdo a temperatura -20 °C,
por periodos superiores a 6 meses, deve ser desencorajada. A congelagdo a temperatura
de -10 °C deve ser totalmente desencorajada, porque todas as lesdes aparecem mais
cedo. Nestas condi¢des de congelagdo, os danos na cor da crosta sdo muito evidentes e
surgem logo a partir dos dois meses de congelagdo, reflectindo-se numa diminui¢do da

qualidade dos queijos e retirando valor comercial ao produto.
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CAPITULO 7 — CONCLUSOES GERAIS

O objectivo principal deste trabalho foi efectuar o estudo da introdugdo da tecnologia de
congelagdo no processo de produgdo de queijos de ovelha de pasta semi-mole. Neste
sentido, foram estudadas diferentes variaveis no sentido de optimizar o processo: o
periodo da cura mais adequado para introduzir a congelagdo, a velocidade de
congelagdo, a temperatura de congelacao e o tempo de armazenamento a temperatura de
congelagdo. Antes de estudar o processo de congelacao, entendeu-se ser util aprofundar
o conhecimento existente sobre os fendémenos ocorridos durante a cura neste tipo de
queijos e, neste campo, foi dado especial relevo a evolugdo estrutural da matriz durante
este periodo. As conclusdes foram sendo expostas em cada um dos capitulos (4, 5 € 6),

mas podem aqui ser realgadas algumas delas.

A partir da evolugdo dos espectros mecanicos e dos texturogramas das amostras ao
longo da cura, observou-se que a estrutura do queijo foi amolecendo, sendo esta
caracteristica muito importante nestes queijos. Esta diminui¢cdo dos valores de dureza e
de modulo eléstico € coincidente com uma queda no pH e um aumento das fracgdes
proteicas indicadoras de proteodlise, como o azoto ndo proteico e o azoto aminoacidico.
Quanto aos parametros de cor, ao longo da cura, as amostras tornaram-se mais escuras,

mais amarelas e ligeiramente mais esverdeadas.

Foi estabelecido um modelo para estimar o tempo de cura do queijo Serpa a partir de
trés parametros quimicos, dois pardmetros de cor e trés parametros reoldgicos, com um
erro estimado de 1,74 dias, o valor de R? = 0,99 e o valor ajustado de R® 0,98 (P <
0,0001). Quando o modelo foi testado com outros queijos (amostras dos outros ensaios),
o afastamento do tempo estimado em relacdo ao tempo real subiu para 4,7 dias. A

equacdo representativa do modelo ¢ a seguinte:
Rt=218,9 + 0,92NSA% + 8,INA% - 8,9pH - 11,4a* - 4,7b* - 7,8log a - 123,9b - 130,5tan 3y,

Este modelo podera ser um importante contributo a nivel de seguranga alimentar e deve
ser aplicado em queijos que, por qualquer motivo, se pense ndo terem completado os 30

dias de cura.

Durante as 2-3 primeiras semanas de cura ocorreu uma forte evolucao das propriedades
dos queijos e, a partir da terceira semana, as amostras comecaram a estabilizar e a
apresentar propriedades semelhantes as propriedades finais. Como estes queijos sdao

muito apreciados pela macieza da pasta, logo que as propriedades fisicas, quimicas e de
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“flavour” dos queijos estejam estabilizadas, estes devem ser conservados para evitar que
se observe um endurecimento da pasta com implicagdes negativas no respectivo valor

econdmico.

O processo de congelagao foi mais eficaz quando se fez no final da cura (42 dias de
cura) e quando as amostras se mantiveram conservadas a temperatura mais baixa
(-20 °C). No que se ao tipo de congelacdo, ndo se observaram vantagens em relagdo ao
processo de congelacdo ser mais rapido. Para além disso, pode-se concluir que a
congelagdo de queijos de ovelha de pasta semi-mole a temperatura de -20 °C por
periodos ndo superiores a 6 meses preserva, na globalidade, a qualidade das amostras.
Em periodos superiores a este comecam a surgir alguns danos, no entanto ndo
detectados a nivel sensorial. Assim, para queijos com Denominagdo de Origem
Protegida, a congelagdo a temperatura -20 °C pode ser aplicada em periodos nao
superiores a 6 meses. No entanto, a temperaturas de -10 °C ou durante periodos
superiores a 6 meses (mesmo a -20 °C) deve ser totalmente desencorajada, uma vez que

se reflectiu numa diminui¢ao da qualidade dos queijos.

Em termos reologicos, os espectros mecanicos revelaram-se mais uteis na explicagao
dos fendémenos ocorridos durante a cura de queijo Serpa (amolecimento devido a
protedlise e diminuicdo do pH) enquanto que a textura instrumental se mostrou mais
eficaz na detec¢ao dos fendmenos ocorridos na congelacao. Estas observagdes sugerem
que, estas duas técnicas reologicas podem ser consideradas complementares e, em
estudos envolvendo a monitorizacdo reologica de queijo, ndo devem deixar de ser

usadas em conjunto.
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Perspectivas de trabalhos futuros

Com o desenvolvimento deste trabalho revelaram-se algumas necessidades de eventuais

linhas de investigacdo para trabalhos futuros, nomeadamente.

e Desenvolvimento de embalagens e revestimentos no sentido de optimizar os
processos de conservacao dos queijos por congelagdo, dando especial importancia a

conservagao do perfil de cor da crosta das amostras congeladas.

e Utilizacao de microscopia electronica de varrimento em trabalhos onde se pretenda
monitorizar a estrutura de queijos, quer seja para estudar a sua evolugdo ao longo da
cura, quer seja para estudar as suas modificacdes durante os processos de

congelagao.

e Estudar a evolugdo do perfil reologico e sensorial de queijos submetidos ao processo

de congelacao em diferentes periodos pos-descongelacao.

e Monitorizacdo das propriedades estruturais do queijo de ovelha ao longo de

periodos longos de maturagdo, como por exemplo 6 meses.

e Estudo da introducdo da tecnologia de congelagdo noutros tipos de queijo,

especialmente queijos de cabra e queijos de ovelha de pasta dura.

e A determinacdo dos valores de temperatura de transicdo vitrea, utilizando
calorimetria diferencial de varrimento, para diferentes grupos de queijos portugueses

de pequenos ruminantes.
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Raw ewes’ milk semi-soft cheeses (RESS-cheeses) are important products in Portugal and in
several European regions. Creamy texture is an essential attribute of these cheeses, which results
from structural properties that are not always well characterized. Here, the structural changes
occurring during the ripening period of a traditional RESS-cheese, known as Serpa cheese, were
analysed through small amplitude oscillatory shear (SAOS). Rheological data was complemented
with other physical and chemical parameters, that were monitored during ripening, in order to
estimate Serpa cheese ripening time using multiple linear regression (MLR). Mechanical spectra
indicated a relatively strong structure, comparable to a gel, with a low dependence on
frequency at the beginning of ripening and a weak structure, comparable to a concentrated
suspension, with a crossing point (G"=G") at the left of the graphic and with both moduli highly
dependent on frequency, at the end of ripening. Good correlations (P<0-05) were obtained
between structural (hardness and storage modulus) and proteolysis indicators. Using a
combination of chemical, colour and rheological parameters we were able to obtain a multiple
linear regression (MLR) which allows the estimation of Serpa cheese ripening time with an

estimation error of 1-7 d (adjusted R?=0-98, P<0-0001).

Keywords: ewe cheese, multiple linear regression, estimation, ripening, rheology, proteolysis.

Raw ewes’ milk semi-soft cheese (RESS-cheese) constitutes
an important manufactured product in Portugal, with high
added value. Serpa is one of the most appreciated Portu-
guese RESS-cheeses and it is produced in the south eastern
region of Portugal. It is a creamy, fat and semi-soft cheese,
originated from a slow curd syneresis after coagulation
with a vegetable rennet infusion (Cynara cardunculus L)
(Roseiro et al. 2003a). Because Serpa cheese is made from
raw ewes’ milk, on traditional farms, a minimum ripening
period of 30 d is necessary to ensure food safety. The pro-
duction of lactic acid during this ripening period reduces
the pH, improves whey expulsion from the curd, affects
cheese flavour and inhibits the growth of the pathogenic
bacteria. This is one of the several control methods avail-
able to the cheesemaker to prevent disease outbreaks
caused by cheese (Zottola & Smith, 1991). Therefore, Serpa
cheese can only be sold after this period, which is required
to fulfil Serpa cheese Appellation of Origin regulation

*For L'()rrespt)m{em'e; e-mail :

ipbeja.pt

bartolomeu.alvarenga@esab.

(Portuguese legislation). For these safety reasons, the esti-
mation of the ripening time, i.e., how many days of
ripening the cheese has undergone during maturation
(cheese age), has recently become an important issue,
since cheeses do not display the manufacture date (Pinho
et al. 2004 Poveda et al. 2004 Ferreira et al. 2006).

For consumers, the most important feature of RESS
cheeses is the creamy mouth feel attribute. The structural
properties of cheese can be described by its viscoelastic
behaviour and are mostly dictated by the properties of the
continuous network formed by the protein crosslinks. Other
important cheese constituents that contribute to the overall
viscoelastic behaviour, while modifying the properties of
the protein network, are fat and moisture (Zalazar et al.
2002). Measurements using small amplitude oscillatory
shear (SAOS) allow the quantification of the elastic and
viscous contributions to the cheese properties. Elastic re-
sponse in cheese is primarily due to the protein-protein
bonds. In contrast, the viscous dissipation in cheese may
be due to the lubrication effect of fat on this matrix ma-
terial (Park, 2007).
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Cheese texture is affected by factors that determine
structure, such as milk composition, moisture content, salt,
pH and degree of proteolysis during ripening (Da Cunha
et al. 2006). Proteolysis is the most complex of these
events and, possibly, the most important in the flavour and
texture development (Sousa et al. 2001). Cheese textural
changes during ripening results in smoothing and soften-
ing, due to a prevalence of proteolysis of the wg-casein
(Al-Otaibi & Wilbey, 2006), or hardening, when the drying
process dominates (Awad, 2006). These opposing effects
on the rheological properties of the cheese were explained
by Dewettinck et al. (1999): proteolysis reduces the storage
modulus while drying has the opposite effect. However,
it is well established that cheese softening, induced by
proteolysis, prevails when cheese is made from raw milk
(Rosenberg et al. 1995).

Little is known about the physical and biochemical
mechanisms that underline the ripening process of the
traditional Serpa RESS-cheese. Therefore, the aims of
this study were: (i) to monitor the structural changes of
Serpa RESS-cheeses during ripening, considering a range
of rheological (mechanical spectrum — G'1;, tandqy,, log
o and b; texture analysis parameters — hardness and ad-
hesiveness), colour (L*, a* and b* and chemical par-
ameters (moisture, fat, acidity, pH, total nitrogen, water
soluble nitrogen, non-protein nitrogen and amino acidic
nitrogen), and (ii) to develop a multiple linear regression
model that will allow the estimation of the duration of the
ripening period (cheese age), using chemical, colour
an rheological data. In this study, the use of cheeses
manufactured by two different producers was studied
to overcome the variability inherent in an essentially tra-
ditional process.

Materials and methods
Cheese samples

For this study, two producers were selected for sample
collection on the basis of the quality and regularity of their
Serpa cheese production. Cheeses were manufactured
from slow curd syneresis, after raw ewes’” milk coagulation
(30 °C/45 min) with a Cynara cardunculus L. infusion. The
curd was pressed and subjected to 42 d ripening, per-
formed in two successive controlled rooms: two weeks of
ripening performed in a controlled temperature (8-9 °C)
and relative humidity (92-97 %) room and, afterwards, in a
second ripening room, at 10-13 °C and at 85-90% rela-
tive humidity (Roseiro et al. 2003b). From each producer,
samples were collected at different ripening stages. At
producer 1, groups of 2 cheeses were picked after 0, 7, 14,
21, 28 and 35d ripening. At Producer 2, groups of 2
cheeses were picked after 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35 and 42 d
ripening. Cheese samples were sent to the laboratory in
refrigerated boxes and analysis started on the same day.
One cm layer of the upper surface of each cheese was
removed in order to expose a homogeneous surface of the

inside allowing colour, pH and texture determinations.
Furthermore, a cheese portion (approximately 0-15 kg) was
removed and conserved (4 °C) in a Petri dish to be used for
the rheometer determinations.

Dynamic rheology

Rheological measurements were performed at 20+1°C
using a controlled-stress Rheometer RS-75 (Haake,
Germany), with a serrated parallel plate geometry of
20 mm diameter, in order to prevent slippage (Rosenberg
et al. 1995). A stress sweep determination was performed
on a different aliquot to ascertain linearity. The mechan-
ical spectrum (frequency sweeps) was performed on
another aliquot of the same sample at a constant shear
stress of 200 Pa (samples of 0-14 d) and at 50 Pa (samples
of 21-42d). All frequency sweeps were conducted with
oscillation frequencies ranging from 0-001 to 100 Hz in
three different samples (triplicate). The output of the rheo-
meter measurements was the variation of storage modulus
G’ (Pa), loss modulus G" (Pa), loss tangent tand (G"/G") and
complex viscosity [n*| (Pa.s), as a function of the frequency
f (Hz). From the later, log o and b values were obtained by
logarithmic fitting of experimental data to the Power Law,
according to eqn (1) (Kasapis et al. 1997):

n*l=ef™® or log |n*|=log a—b log f (n

The log & value is a function of the viscoelastic proprieties
that depend on the material consistency while the b value
reflects the dependency of viscoelastic properties on the
frequency variation.

Texture analysis

A texture analyser TAHD/ (Stable Micro Systems,
Godalming, UK), equipped with a 250 N load cell, was
used to perform the texture analysis at 20+1 °C. The pro-
cedure was implemented by puncture with a 20 mm di-
ameter aluminium cylindrical probe, at a penetration
depth of 20 mm (the height of the sample was 50 mm),
with a crossed speed of T mm s~ ', Texture measurements
were performed in triplicate: one was performed in the
core and the two others were performed in the rind of the
cheese. From the force vs. time texturograms, two par-
ameters were obtained: hardness and adhesiveness (Van-
Hekken et al. 2005).

Colour measurement

The colour analysis was performed using a colorimeter CR
300 (Minolta, Osaka, Japan). The L*, a*, and b* colour
measurements were determined according to the CIELAB
colour space, using a standard white tile (L*=97-10,
a*=—-4-88, b*=7-04) for calibration (Pinho et al. 2004).
Colour measurements were repeated ten times: five
measurements in the core and another five in the rind of
the cheese.
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Chemical characterization

Titrable acidity, moisture content and total nitrogen (TN)
were determined according to AOAC (1990) methods.
In addition, pH was measured using a penetration elec-
trode (Metrohm, Switzerland) and fat content through
the Van Gulik method (ISO 3432, 1975). Water soluble
nitrogen (WSN) was quantified performing an aqueous ex-
traction of the N-components (Kuchroo & Fox, 1982), fol-
lowed by nitrogen determination using the micro-Kjeldahl
method using a Kjeltec System 1030 distilling +titration
unit system (Tecator, Hoganas, Sweden). Non-protein
nitrogen (NPN) was determined by the N-component pre-
cipitation with a trichloroacetic acid solution (12 gkg™")
and N determination of the filtrate (filter paper Whatman
No. 42) using the micro-Kjeldahl method (Freitas et al.
1997). Aminoacidic nitrogen (AN) was determined by the
ninhydrin method (Pearce et al. 1988). All chemical
analyses were performed in triplicate.

Statistical treatment of data

The average, standard deviation, and 0-95 confidence
interval values were determined for each parameter.
Experimental data were subjected to One-way ANOVA
(pairwise comparison of means with Scheffé test), to cor-
relation analysis and to principal component analysis
(PCA), which will allow the evaluation of RESS-cheese
changes during ripening. Estimation of Serpa cheese length
of the ripening period was performed with a stepwise
MLR, which combines the backward elimination and for-
ward selection regression methods (Draper & Smith, 1998).
The level of significance, chosen for variable selection,
was 0:05. Data were analysed using STATISTICA 6.0
(StatSoft, Tulsa, USA).

Results and discussion
Structural and chemical monitoring

Structural changes occurring during the ripening period
of the traditional Serpa cheese were evaluated. Data (not
shown) concerning the mechanical spectra and loss tan-
gent profile (Fig. 1), indicated a relatively strong structure,
comparable to a gel, with a low dependence on frequency,
at the beginning of ripening period, especially in samples
0-21d. However, the cheese got less and less structured
to the end of ripening as can be observed in Fig. 1, by the
increased dependence of G" and G” on frequency after
long periods of ripening, 28, 35 and 42 d. The critical
crossing point, G'=G", is well shown at 35 d and this is the
spectre of a very weak gel, sometimes considered too
weakly structured to form a gel, being usually found in
emulsion systems (Franco et al. 1998). As expected, tex-
ture data were in agreement with the observed mechanical
spectra: in the first 14 d, the curves were characteristic of a
soft solid with a fracture point in the first peak (Fig. 2)
(Szczesniak, 1963). Subsequent curves for 21 and 28d
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Fig. 1. Loss tangent profiles for samples with 0, 3, 7, 14, 21, 28,
35 and 42 d (producer 2, mean values, n=6).

Force (N)
20.00

-~
17.50 74 3d

_,/"l
15.00 0d

12.50

14d
10.00

5.00 284d 354

42d

qo0 20.0

-2.50 Time (s)

Fig. 2. Texture profile for samples with 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35
and 42 d (producer 2, mean values, n=6).

showed a small shoulder as a consequence of smooth tex-
ture and, further ripening time (35 and 42 d), showed the
typical profile for a highly viscous fluid under penetration.
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Y error bars shows the 95% confidence level.

Hardness values decreased during ripening, from
around 15 N, at the beginning, to values around 5 N at the
end of the ripening period (P<0-05; Fig. 3a). In the same
manner, the storage modulus at 1 Hz changed from about
54 kPa at the beginning to a value of around 10 kPa
(P<0-05), which remained stable until the end of ripening
(Fig. 3b). However, in producer 2 these variables pres-
ented a slight increase at the beginning of the ripening
process and a delayed decrease in hardness and G' 1 Hz.
Nevertheless, at the end of the ripening period, hardness
and storage modulus were similar for cheeses originated
from both producers. According to the results observed in
those figures, hardness and storage modulus can be con-
sidered as cheese structural indicators.

At the start of the study (0 d) cheeses from both producers
presented similar structural indicators (Fig. 3). However, a
delay in the ripening process was evident in the cheese of
producer 2, which could be explained by the higher drying
rate observed in the first week (-0-31% moisture/day for
producer 1 and —0-51% moisture/day for producer 2;
Fig. 4a) and by the initial decrease verified in the proteol-
ysis indicator NPN/TN % (Fig. 4b). Roseiro et al. (2003a),
studying RESS-cheeses, identified a proteolysis depen-
dence during the production/ripening process. Therefore,
differences in the ripening dynamics of raw ewes” milk
cheeses seem to depend primarily on the quantity and
quality of its natural enzymes which can, therefore, be
considered main attributes of the raw milk quality (Tavaria
et al. 2006).

The proteolysis indicators and pH showed a high cor-
relation (P<0-05) among the structural indicators (Table 1).
In addition, the highest correlation observed was between
hardness and NPN/TN (-0-92), suggesting that proteolysis
explained the Serpa cheese softening. The correlation be-
tween moisture and structural indicators was positive. If
structural changes were influenced by the drying process,
we could have expected a negative correlation between
those properties. This means that the effect of drying, on
the cheese structural changes, was overtaken by the pH
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and proteolysis effects. Taken together, these data and the
information in Fig. 4a—e, suggest that softening of Serpa
cheese is essentially characterized by an increase in pro-
teolysis rate and a considerable pH decrease.

The pH profile was different in Serpa cheeses originated
from the different producers (Fig. 4e). The minimum pH
value was higher for cheeses coming from producer 1
(pH 5-4) compared with cheeses coming from producer 2
(pH 5-1). Nevertheless, the final pH at the end of the
ripening period was similar in cheeses of the two pro-
ducers: 5-7 for producer 1 and 5-6 for producer 2.
Therefore, the main difference between cheeses originated
from the two producers was the time taken to achieve the
final pH rise: 28 d for producer 1 and 42 for producer 2.
In addition, due to lactose metabolism acidity increased
during cheese ripening up to d 14, and then decreased
until the end of the ripening period (Fig. 4d). The falling
pH (Fig. 4e) induced an effect of micelle demineralization
(Ca bonds) and consequent dissociation, which were also
responsible for cheese softening. This phenomenon causes
a progressive dissociation of para k particles into small
casein aggregates and, therefore, in the protein links of
the cheese matrix (Ramkumar et al. 1998; Boutrou et al.
2002; Hassan et al. 2004). Therefore, a reduction of the
solid-like properties can be observed in samples presenting
low pHs (28-42 d; Fig. 1).

Finally, the evolution of cheese colour was monitored
during the ripening period. The data, presented in Fig. 4g—i,
revealed a decrease in luminosity and a slight increase
in both greenness and yellowness during cheese ripening,
a similar result has been reported (Pinho et al. 2004). In
addition, the highest average values presented by the b*
value in producer 1 could be connected to the higher fat
content of their cheeses (Fig. 4f).

Ripening dynamic using PCA approach

PCA results, presented in Fig. 5, suggest that samples
from the different producers showed differences in
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O

adhesiveness and luminosity. Samples from producer
1 were, in general, more luminous and less adhesive than
those from producer 2 and these parameters were mostly
explained by PC2. These were the main parameters that
allow the differentiation of origin. In contrast, changes
in Serpa cheese properties during ripening were mostly
explained by PC1. For all parameters explained by this
principal component, changes occurred faster at the be-
ginning of the ripening process (14 d for producer 1 and
21d for producer 2), and slowed down progressively
towards the end of ripening. This can be deduced from
the relative distance among the plotted samples: large
distances between 0d and 14d (producer 1) or 21d
(producer 2) samples, and shorter distances between the
other samples collected at the end of the ripening. This
higher rate of the biochemical reactions at the beginning

14 21 28 35 42

T T T
0 7 14 21 28 35 42
Ripening time (days)

(b), aminoacidic-N fraction (c), acidity (d), pH (e), fat (f) and colour
) and producer 2 (----M----) during ripening. Y error bars shows the

Table 1. Correlation results (r) and P values between structural
indicators (storage modulus and hardness) and proteolysis
indicators (NPN/TN% and NA/TN %) and pH

Storage modulus (Pa) Hardness (N)

r P r P
Moisture % (m/m) 0-724 0-042 0-682 0-063
NPMN/TN % 0-836 0-010 0921  0-001
NA/TN % 0-788 0-020 0-878  0-004
pH 0-767 0-026 0654 0-079

of the ripening process may derive from the use of raw
milk, as suggested by other authors (Rosenberg et al. 1995;
Awad, 2006).
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Estimation of Serpa cheese ripening time

A MLR analysis using the collected structural, chemical
and colour data, was performed with the objective of de-
veloping a model that could allow the estimation of Serpa
cheese ripening time (cheese age). This model might be
useful to predict and guarantee food safety in Serpa
Cheese. For this purpose, the model described by eqn (2),
was followed (Draper & Smith, 1998).

Rt=PBo+Prgr+ -+

In eqn (2), Rt represents ripening time, y ... ¥n are struc-
tural, chemical, and colour parameters, Bg ... By represent
model coefficients and ¢ is the additive error term. The
data demonstrated that ripening time (age of cheeses)
could be estimated with the 8 parameters (SN/TN, AN/TN,
pH, a* b* log o, b and tandy;y,). A graphical represen-
tation of the observed ripening time values vs. the pre-
dicted ripening time values was performed and it is
presented in Fig. 6. The estimation of the cheese ripening
period was performed for other types of ewes” milk
cheeses using only chemical parameters based on quanti-
fication of protein fractions of as;-casein and os;-l peptide.
This ripening time prediction model showed an estimation
error of 2:5d (Ferreira et al. 2006), and this was the
smallest value found. When only dry matter, pH and aw
parameters were used, the prediction of the ripening per-
iod suffered an estimation error as high as 11-9 d (Poveda
et al. 2004). Using both instrumental texture and colour

+Pninte (2)

45

Ripening time (day)

" [e-95% confidence)
-5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Predicted ripening time (day)

Fig. 6. Estimation of cheese ripening time.

parameters the error obtained forecasting ripening time
was 4-2d (Pinho et al. 2004). In the present proposed
model, observed in eqn (3), the estimation error was 1-74 d
and the adjusted R? was 0-98 (P<0-0001). Therefore, using
a combination of chemical, colour and rheological par-
ameters we were able to obtain a MLR with a more satis-
factory quality.

Rt=218-93 +0-92SN/TN+ 8- 10AN /TN -8-86pH-11-40a*
-4-67b*-7-83loga—123-88b—130-54 tan &y, (3)
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For safety reasons the model obtained in this study can
assume a remarkable importance since, although it is not
mandatory to display cheese age, it can be checked using
the described approach. It is important to emphasize that
this equation is valid only for Serpa Cheese and must be
checked when an extrapolation to other RESS-cheeses is
considered.

Conclusion

In this study a comprehensive analysis of several physical
and biochemical parameters that characterize the ripening
process of Serpa cheese was performed. Together the data
suggest that from the several rheological parameters ana-
lysed, hardness and storage modulus were the most ad-
equate indicators of the RESS-cheeses softening process
during ripening. In addition, softening of Serpa RESS-
cheeses occurring during ripening can be explained by
changes in the protein network, such as the breakage
of the protein-protein bonds, which occurred during
proteolysis, and to the dissociation of sub-micelles caused
by a pH decrease. Data presented here confirm that these
processes occur mainly during the first 2-3 weeks of Serpa
cheese ripening. Estimation of the ripening period, using
3 chemical, 2 colour and 3 rheological parameters, was
possible with a standard error of 174 d and an adjusted
R? of 098 (P<0-:0001). In the future, this equation
should be used to assess the safety of Serpa cheese; this
product is obtained from raw ewes” milk and, therefore,
should not be sold before completing at least 30 days of
ripening.
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