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RESUMO

Grande parte dos queijos ralados encontrados no mercado apresentam-se secos, salgados,
acidos, com pouco sabor e baixo teor de gordura. Estes fatores que prejudicam a qualidade
sensorial do produto por outro lado ajudam a inibir o desenvolvimento de bolores e leveduras
ao longo da vida de prateleira. Outro fator que inibe o crescimento de bolores e leveduras ¢ o
conservador acido sérbico, porém, de acordo com a contagem de bolores e leveduras presentes
no queijo ralado e atividade de agua do produto o conservante pode nao ser suficientemente
eficaz para manter os padroes de qualidade ao longo da vida de prateleira. A a¢ao do 0zonio
sobre bolores e leveduras ¢ bastante efetiva, pois eles sdo facilmente atingidos em um menor
periodo de tempo do que as bactérias, portanto a utilizacdo do Ozdnio no processamento de
alimentos pode ser uma alternativa para as industrias. Objetivou-se desenvolver um processo
utilizando ozonio para a conservagdo de queijo Tipo Grana ralado e queijo Parmesao ralado
buscando a reducdo da adi¢dao do conservador quimico no produto. Este trabalho foi realizado
em escala industrial e foi divido em trés etapas, sendo que na primeira etapa foi avaliada a
concentragdo de acido sérbico para a conservagdo dos queijos ralados, na segunda etapa foi
avaliada a acdo do ozdnio sobre a conservagdo dos queijos ralados e na terceira e ultima etapa
foi realizada a conservagao dos queijos ralados com uso do 0zoénio e do 4cido sorbico e ainda
foram realizados testes sensoriais afetivos e descritivos. Na primeira etapa o conservador acido
sorbico foi adicionado nas concentragdes 0, 0.05, 0.1, 0.15 e 0.20 %, porém a estabilidade
microbiologica dos queijos ralados foi alcancada a uma umidade final média de 19 % somente
com a adicdo do conservador 4cido sérbico em concentracdo acima do limite permitido pela
legislagdo. O ozdnio foi aplicado nos queijos ralados durante 10 minutos do aquecimento nas
concentragdes 0, 9, 23, 31, 38 mg de o0zdnio / kg de queijo ralado desidratado e durante os 3
minutos do resfriamento nas concentragdes 0, 3, 7, 9 e 11 mg de ozonio / kg de queijo ralado
desidratado ambos no processo de desidratacdo. Foi determinado que a concentragdo de 9 mg
de ozonio / kg de queijo ralado desidratado apresentou os melhores resultados com uma redugao
de bolores e leveduras de 98 % e em um menor tempo. O queijo ralado foi produzido com a
combinacdo do conservador acido sorbico e 0zonio para avaliacdo da possibilidade de produzir
queijos ralados a uma umidade de 19 % com estabilidade microbioldgica ao longo da vida de
prateleira. Para avaliagdo dos efeitos do ozonio sobre os experimentos, os produtos foram
submetidos a analise de composi¢ao de acidos graxos, rancidez oxidativa e também a analise
sensorial com testes afetivos e descritivos. Quando analisada a composicao de acidos graxos e
analise sensorial, foram encontradas diferencas significativas entre as amostras padrao e as
amostras tratadas com 0z6nio, embora estas diferengas tenham sido pequenas. Constatou-se
que a acao do 0zonio sobre os queijos ralados causou danos minimos ao produto, tanto quimicos
quanto sensoriais.

Palavras-chave: ozonio, queijo ralado, bolores e leveduras, CATA.






ABSTRACT

Most of the grated cheeses found on the market are dry, salty, acidic, with little taste and low
in fat. These factors that impair the sensory quality of the product on the other hand help to
inhibit the development of molds and yeasts over the shelf life. Another factor that inhibits the
growth of molds and yeasts is the conservative sorbic acid, however, according to the count of
molds and yeasts present in grated cheese and product water activity the preservative may not
be effective enough to maintain the quality standards shelf life. The action of ozone on molds
and yeasts is quite effective as they are easily achieved in a shorter period of time than bacteria,
so using ozone in food processing may be an alternative for industries. The objective of this
work was to develop a process using ozone for the conservation of grated Grana-type cheese
and grated Parmesan cheese, seeking to reduce the addition of the chemical preservative in the
product. This work was carried out on an industrial scale and was divided into three stages. In
the first stage, the sorbic acid concentration was evaluated for the conservation of the grated
cheeses. In the second stage the ozone action on the conservation of the grated cheeses was
evaluated. third and last stage the conservation of grated cheeses with the use of ozone and
sorbic acid was carried out and affective and descriptive sensorial tests were also carried out.
In the first stage the conservative sorbic acid was added in the concentrations 0, 0.05, 0.1, 0.15
and 0.20%, but the microbiological stability of the grated cheeses was reached at a mean final
moisture of 19% only with the addition of the conservative sorbic acid in concentration above
of the limit allowed by the legislation. Ozone was applied to the grated cheeses during 10
minutes of heating at the concentrations 0, 9, 23, 31, 38 mg ozone / kg dehydrated grated cheese
and during the 3 minutes of cooling at concentrations 0, 3, 7, 9 and 11 mg of ozone / kg of
grated cheese dehydrated both in the process of dehydration. It was determined that the
concentration of 9 mg ozone / kg dehydrated grated cheese showed the best results with a
reduction of molds and yeasts of 98% and in a shorter time. Grated cheese was produced with
the combination of the preservative sorbic acid and ozone to evaluate the possibility of
producing grated cheeses at 19% moisture with microbiological stability over the shelf life. To
evaluate the effects of ozone on the experiments, the products were submitted to analysis of
fatty acid composition, oxidative rancidity and also the sensorial analysis with affective and
descriptive tests. When analyzing the composition of fatty acids and sensorial analysis,
significant differences were found between the standard samples and the samples treated with
ozone, although these differences were small. It was found that the action of ozone on grated
cheeses caused minimal damages to the product, both chemical and sensorial.

Key words: ozone, grated cheese, molds and yeasts, CATA.
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1 INTRODUCAO

O queijo ¢ um alimento muito antigo, € ndo ha qualquer evidéncia conclusiva indicando
onde a producdo de queijo teve origem. Dentre os diversos formatos que os queijos podem ser
apresentados, um deles ¢ ralado. O queijo ralado ¢ um produto com muitas superficies de
contato sendo assim um produto vulneravel a contamina¢ao por microrganismos deteriorantes,
especialmente bolores e leveduras.

O crescimento de bolores e leveduras em queijo ralado ¢ um problema, pois além de
serem contaminantes microbiologicos, alguns tipos de bolores produzem toxinas as quais sao
nocivas para a saude, sendo assim um risco para o consumidor. Eles representam prejuizos para
a industria alimenticia, acarretando em devolugdes e descarte de produtos, reclamacgdes,
penalizagdes, insatisfacao dos clientes em relacao ao produto e marca.

Grande parte dos queijos ralados encontrados no mercado apresentam-se secos,
salgados, dcidos e com baixo teor de gordura. Estes fatores que prejudicam a qualidade sensorial
do produto por outro lado inibem o desenvolvimento de bolores e leveduras ao longo da vida
de prateleira. Outro fator que inibe o crescimento de bolores e leveduras € o conservador
quimico acido sorbico o qual pode ser utilizado em concentragdo maxima de 0,1 % (BRASIL,
1997).

O 0z6nio ¢ um gas que vem sendo amplamente utilizado na industria alimenticia, a fim
de sanitizar equipamentos e utensilios e ainda diretamente sobre alimentos. O tratamento
utilizando o0zonio esta entre as tecnologias emergentes de grande potencial para a industria
alimentar. Ap6s a sua declaracdo como “Geralmente Reconhecido como Seguro” (GRAS) as
promessas do tratamento de alimentos com 0zonio tornaram-se ainda mais visiveis nos ultimos
anos. (FDA, 2001). A utilizagdo do tratamento com 0zonio em alimentos ¢ em grande parte
atribuida as propriedades fisico-quimicas da molécula de 0zdnio, tais como seu poder oxidativo.

Deve ainda ser ressaltado, que para queijos ralados poucos estudos sobre novas
tecnologias de conservacao foram publicados em periddicos cientificos. Sdo encontrados
apenas estudos que verificaram produtos fora dos pardmetros estabelecidos pela legislacao
vigente e, também, improprios para o consumo devido a contaminagdes de origem microbiana
ou quimica (SALVADOR, 2001; MESQUITA, 2001; PIMENTEL, 2002; MALODONADO,
2006 e MOSQUIM, 1998).

De acordo com O Donnell et al. (2012) os consumidores ndo estdo somente preocupados

com os ingredientes que contém os alimentos que eles consomem, mas também sobre os
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processos que sao empregados para produgdo. Varias pesquisas apontam que os consumidores
estdo cada vez mais conscientes sobre a cadeia de fornecimento de alimentos, que continuara a
influenciar suas percepgdes de processos alimentares emergentes. Os consumidores estao
buscando por alimentos que atendam seus desejos nutricionais e de sabor e que ainda requerem
minima preparacdo. Entender e abordar questdes de consumo relacionadas a qualquer novo
processo alimentar sdo alguns dos desafios mais importantes para os desenvolvedores de
produtos alimentares inovadores.

A fim de atender a demanda por alimentos saudaveis e a necessidade da industria em
explorar as diferentes tecnologias para a produgao e conservagao deste tipo de alimento sdo
necessarios maiores estudos, tais como o emprego do 0zénio para conservagao ¢ melhoria da
vida de prateleira do queijo ralado e consequente reducdo do conservador quimico.

Neste contexto, o presente projeto enquadra-se na linha de pesquisa de processos
biotecnoldgicos e ndo convencionais na producao de alimentos e ingredientes, desenvolvimento
de produtos e processos para a industria de alimentos do Programa de Pds-Graduagdao em
Ciéncia e Tecnologia de alimentos. O presente estudo visou melhorar a qualidade
microbiologica e sensorial de queijo ralado. Este projeto ¢ de grande interesse para as industrias
produtoras de queijo ralado por ser uma grande inovagao tecnoldgica para este tipo de produto.

O objetivo geral deste estudo foi desenvolver um processo utilizando a aplicagdo do
0zOnio para a conservagao de queijo ralado em escala industrial, sendo os objetivos especificos:
a) avaliar a conservacdo de queijos ralados frente a adi¢do do conservador quimico acido
sorbico; b) determinar a concentragao de ozonio para aplicacdo em queijo ralado durante o
processo de desidratacdo para reducdo de bolores e leveduras; c) avaliar a conservacdo dos
queijos ralados e danos quimicos frente a aplicacao de 0zonio e adi¢do do conservador quimico
acido sorbico; d) avaliar o efeito da aplicagdo de ozonio sobre as caracteristicas sensoriais do

produto.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUEIJO RALADO

No Brasil a Portaria N° 357, de 4 de setembro de 1997 regulamenta o padrio de
identidade e qualidade de queijo ralado. O queijo ralado pode ser definido como um produto
obtido por esfarelamento ou ralagem da massa de uma ou até quatro variedades de queijos de
baixa umidade aptos para o consumo humano. O produto classifica-se como desidratado ou nao
e/ou pela variedade de queijo utilizado, podendo ser elaborado com uma tUnica variedade de
queijo de baixa umidade ou com queijo de média umidade, deve apresentar aspecto e textura
de granulos ou filetes mais ou menos finos, cor branco amarelado a amarelo e odor
caracteristico de acordo com a variedade de queijos das quais provenha (BRASIL, 1997).

Dentre os tipos de queijos existentes, tem-se o queijo Parmesao e o queijo Tipo Grana
Padano que sdo classificados como queijos maturados. Entende-se por queijo maturado o que
sofreu as trocas bioquimicas e fisicas necessarias e caracteristicas da variedade do queijo. Os
queijos podem ser classificados de acordo com o contetido de matéria gorda no extrato seco e
também de acordo com o contetido de umidade (BRASIL, 1996).

A deterioracao dos alimentos de origem animal deve-se a uma vasta gama de reacdes,
destacando-se as de origem microbioldgica. O processo industrial de maturagao promove
alteragOes sensoriais a partir de reagdes bioquimicas e bacterioldgicas como protedlise, lipolise
e fermentagdo, resultando em melhorias do sabor, palatabilidade e conservacao do produto.
Embora ndo substitua a aplicacdo das boas praticas de fabricacdo (BPF), a maturagdo ¢
frequentemente uma forma de prevenir a ascensdao de microrganismos patogénicos e
deterioradores sem a utilizagdo abusiva de conservantes quimicos (SCHULZ et al., 2009).
Infelizmente, somente um processo de fabricagdo natural como a maturagdo, ndo ¢ eficaz na
conservacao e longevidade dos produtos comerciais industrializados.

De acordo com Hoffmann et al. (2005) o queijo ¢ um produto alimenticio que, pelo seu
alto valor nutritivo, ocupa lugar de destaque entre os alimentos chamados de complexos,
apresenta consumo elevado e varios empregos na culindria mundial, sendo muito comum na

dieta populacional, abrangendo, na totalidade todas as classes sociais.
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2.1.1 Padroes da qualidade para a producio de queijos ralados

De acordo com o Regulamento técnico para fixa¢dao de identidade e qualidade de queijo
ralado, os queijos utilizados na elaboragdo deverdo ser previamente tratados (retirada da
embalagem, higienizagdo com agua e toaletagem) para adequé-los higienicamente ao processo
de ralagem e ¢ proibida a utilizacdo de queijos ndo aptos para o consumo humano. SO se
admitirdo os queijos adequados para a venda ao publico tais como aqueles que apresentem
falhas morfoldgicas ou de apresentacdo comercial, desde que ndo afetem a qualidade do produto
final (BRASIL, 1997).

A qualidade dos produtos oferecidos aos consumidores em todo o pais pode estar
comprometida, visto que, a legislagdo estabelece poucos requisitos para a caracterizagdo dos
produtos nos regulamentos técnicos de identidade e qualidade que sdo estabelecidos pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. A multiplica¢ao de fungos € um agravante
no produto queijo ralado, pois, além de serem deteriorantes e indicadores de mas condi¢des
higiénicas, podem reduzir a acidez do alimento favorecendo o desenvolvimento de bactérias
patogénicas (SOFOS; BUSTA, 1993; SALAVESSA, 2009).

Os fungos sao microrganismos filamentosos conhecidos por seu potencial em alterar o
sabor e qualidade de alimentos (MAZIERO, BERSOT, 2010). A acdo deteriorante de leveduras
pode gerar deformacdo de embalagens pela producao de elevada quantidade de gas, formagao
de peliculas, ligeiro odor de fermentagao e perda do sabor (LOUREIRO; QUEROL, 1999).

Sabe-se que alguns fatores podem influenciar a composi¢ao final do queijo, como as
caracteristicas da matéria-prima, teor de proteina e gordura, bem como os demais ingredientes
utilizados e a tecnologia de fabricagdo empregada. Ou seja, queijos procedentes de diferentes
induastrias ou até mesmo de diferentes lotes de uma mesma industria podem apresentar
diferencas fisicas e quimicas significativas (SALAVESSA, 2009).

Em se tratando de critérios macroscopicos e microscopicos o queijo ralado ndo devera
conter substancias estranhas macro e/ou microscéopicas de qualquer natureza. Para os critérios
microbioldgicos tem-se os critérios de aceitagdo estabelecidos conforme a classificagao do

queijo, conforme Quadro 1.



Quadro 1 - Critérios microbiologicos para a producdo de queijo ralado

Variedade de baixa umidade

Microrganismo Critério de aceitacio
Coliformes/g (30°C) n=5¢=2,m=200, M=1000
Coliformes/g (45°C) n=5¢=2,m=100, M =500

Staphylococcus coagulase positiva / g

n=5,c=2,m=100, M = 1000

Bolores e Leveduras / g

n=15,c=2,m=500, M= 5000

Salmonella spp /25 g

n=5¢=0,m=0

Variedade de média umidade

Coliformes/g (30°C)

n=>5,¢c=2,m=1000, M= 5000

Coliformes/g (45°C)

n=5,¢=2, m=100, M =500
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n=>5,c=2, m= 100, M= 1000
n=>35,c=2,m=>500, M= 5000

Staphylococcus coagulase positiva / g

Bolores ¢ Leveduras / g

Salmonella spp / 25 g n=5¢=0,m=0

Listeria monocytogenes | 25g n=5¢=0,m=0

n = numero de unidades retiradas de um lote que serdo analisadas independentemente (unidades
amostrais); ¢ = numero maximo aceitavel de unidades do lote em que as contagens microbianas estao
acima do limite minimo (m) e abaixo do limite maximo tolerado (M) para o microrganismo investigado.

Fonte: BRASIL (1997)

2.1.2 Aditivos e coadjuvantes de tecnologia em queijo ralado

Na producao de queijos ralados ¢ admitida a presenca dos aditivos autorizados no
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (Portaria n° 146 de 1996) para os
queijos utilizados como matéria-prima, sua concentracdo no produto devera corresponder aos
limites maximos autorizados na RDC 357/1997 (Regulamento para fixacdo de identidade e
qualidade de queijo ralado) conforme mostra o Quadro 2.

Admite-se, além disso, em sua elaboracao o uso de aditivos que indicam a continuacao
do processo ndo podendo superar as concentragdes maximas indicadas no produto final
independentemente da concentragdo dos referidos aditivos neles ou nos queijos utilizados como
matéria-prima (BRASIL, 1996, 1997).

O uso dos conservantes natamicina e acido sorbico ¢ indicado principalmente para a
inibicao do crescimento de microrganismos deteriorantes, tais como bolores e leveduras. Tais
limites sdao estabelecidos seguindo as recomendac¢des do Comité Conjunto de Peritos em

Aditivos Alimentares - JECFA, para uso seguro de aditivos em alimentos (WHO, 1997), ja que,



32

mesmo possuindo baixa toxicidade, o acido sérbico ¢ uma substancia que pode causar alergias,
problemas gastricos e até cancer quando ingerido em concentragdes ndo recomendadas
(FERRAND, 2000). O acido sorbico foi considerado seguro para o consumo humano com

ingestao didria aceitavel (IDA) de 25 mg/kg por peso corporeo (JECFA, 2002).

Quadro 2 - Aditivos autorizados para produgao de queijo ralado

Aditivo Funcao Concentracio maxima

, 1000 mg/kg isolados ou em
Acido Sorbico e seus sais de
Conservador combinagdo, expressas em
Sadio, Potassio e Calcio
acido sorbico.

Natamicina Conservador 5 mg/kg
Celulose Microcristalina Antiaglutinante b.p.f
Diodxido de Silicio Antiaglutinante 5 glkg

Fonte: BRASIL (1997)

Podem ser utilizados também os coadjuvantes de tecnologia/elaboragdo, tais como o

Nitrogénio, Di6xido de Carbono e/ou gases inertes ndo envasados.

2.1.2.1 Conservador acido sorbico

O acido sorbico, ou acido 2,4-hexadiendico, ¢ um composto organico encontrado na
natureza e utilizado como conservante alimentar. E um solido incolor, pouco soltivel na agua e
facilmente sublimével. Foi isolado pela primeira vez a partir dos frutos imaturos da sorveira ou
tramazeira (Sorbus aucuparia), de onde provém seu nome. Sua estrutura molecular pode ser
observada na Figura 1 (ASHFORD, 2011).

De acordo com Luck et al. (2000), o &cido soérbico foi isolado em 1859
pela destilagdo do 6leo de Tamazeira por A.W. von Hofmann. Este procedimento fornece
a lactona do acido sorbico, que foi subsequentemente convertida ao acido sorbico por hidrolise.
Suas propriedades antimicrobianas foram descobertas nas décadas de 1930 ¢ 1940 e seu uso
comercial propagou-se nas décadas de 1940 e 1950. A partir dos anos 80, o acido sorbico e seus
sais, o0s sorbatos passaram a ser utilizados em conservas de carnes como inibidores
do Clostridium botulinum, para reduzir a necessidade do uso de nitritos que podem dar origem

as nitrosaminas.
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Figura 1 - Estrutura molecular do 4cido sorbico

Fonte: Ashford (2011)

O 4acido soérbico e o seu sal de potdssio mais solivel, o sorbato de potassio, sdao
considerados entre os conservantes mais versateis e seguros de hoje em dia, por serem
inibidores altamente eficientes contra os microrganismos mais comuns responsaveis pela
degradacdo dos alimentos. O 4cido sérbico apresenta-se como granulos brancos cristalinos que
fluem livremente, com um odor ligeiro que ¢ caracteristico. Esses conservantes sao utilizados
atualmente numa vasta variedade de aplicagdes na industria alimenticia e das bebidas, incluindo
0 pao e outros produtos de padaria, produtos lacteos, geleias, xaropes, vinhos e outras bebidas.
Devido a alta estabilidade do acido sorbico e dos sorbatos a temperaturas elevadas (ponto de
fusdo de 134 °C, ponto de ebulicao de 228 °C), ambos podem ser utilizados em alimentos
aquecidos. E muito utilizado na industria de alimentos, evitando o crescimento de
microrganismos, tais como bolores e leveduras (NAIDU, 2000).

O 4cido sorbico e seus sais de Ca e K tem apresentado efeitos inibitérios sobre leveduras,
fungos filamentosos € uma vasta gama de bactérias (LIICK, 1976; SOFOS, 1995; RAJCHL et
al., 2010; MORAES et al., 2007).

A principal acdo inibitdria dos sorbatos ¢ contra leveduras e bolores, onde pequenas
concentracoes ja causam efeito antifungico (MORAES et al., 2007). Em leveduras, ¢ necessaria
uma maior quantidade do conservante para que seja eficiente. Estudos reportaram que a dose
minima letal para Saccharomyces cerevisiae foi de 1,6 g’kg (KUBO; LEE, 1998) e que sua acao
foi eficaz na reducdo de fungos filamentosos e leveduras em experimentos realizados com
produtos lacteos (MORAES et al., 2007). Apesar dos sorbatos serem mais efetivos na inibi¢ao
de fungos e leveduras, eles também sdo capazes de inibir algumas bactérias, tais como:
Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Vibrio parahaemolyticus e bactérias psicrotroficas
deteriorantes, como as Pseudonomas sp.

O mecanismo de acdo do acido sorbico sobre as bactérias ainda ndo esta totalmente
elucidado, porém podem causar modifica¢cdes na morfologia de células microbianas, alteragdes

nas fun¢des da membrana celular inibindo fung¢des de transporte ¢ da atividade metabolica
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(SOFOS, 1986). Ja estudos relacionados ao mecanismo de defesa em fungos filamentosos,
relatam a reduc¢do da assimilac¢do de carbono, e substratos de glicose, acetato, succinato, lactato
e enzimas vitais, tais com: malato, isocitrato, a-cetoglutarato, desidrogenase, fumarase e
aspartase, entre outras. A inibi¢do da desidrogenases, interferindo na assimilagdo oxidativa
também foi observada (SOFOS, 1986; LIICK, 1976; MORAES et al., 2007;).

De acordo com dados disponiveis no Codex Stan 192- 1995 (revisado em 2017) ndo sao
esperados efeitos adversos a satide pelo consumo de produtos lacteos contendo baixos niveis
de 4cido sorbico. Porém, investigacdes toxicologicas extensivas foram realizadas com o acido
sorbico e seus sais, incluindo os testes de toxicidade aguda e cronica, estudos sobre
carcinogenicidade (GAUNT, 1975; HENDY et al, 1976), teratogenicidade ¢ mutagenicidade
também foram relatados (FDA, 1975). Apesar dos sorbatos apresentarem baixa toxicidade nos
estudos, foram reportados casos de intolerancia idiossincratica, urticarias e pseudo alergias em
pessoas sensibilizadas a esse composto (DEUEL et al., 1954; HANNUKSELA, HAAHTELA,
1987; JUHLIN, 1981; WALKER, 1990; MOLOGNONI, 2015).

2.1.3 Processo de producio de queijo ralado

O queijo ralado ¢ um alimento muito consumido pela populagdo brasileira por se tratar
de um produto pronto para o consumo, porém, pode oferecer alguns riscos microbioldgicos e
quimicos a saude da populacao uma vez que, durante a sua produgao, ocorrem varias etapas de
processamento até a obtencao do produto final, conforme pode ser observado na Figura 2 o
fluxograma de producao de queijos ralados.

A matéria-prima inicialmente ¢ coletada, passa por um processo de toaletagem que
consiste na limpeza e preparagao dos queijos que apds sdo enviados para o processo de ralagem
em forma de bateladas, ou seja, cada batelada ¢ composta por 100 kg de queijo. Finalizada a
ralagem o queijo ¢ enviado para o secador através de transportadores a vacuo com tubulagdes
fechadas. No secador ocorre a adi¢do e mistura do conservador acido sorbico e antiaglutinante.
ApoOs esta mistura, inicia-se o processo de desidratagdo do queijo ralado, onde ¢ necessario
reduzir a umidade do produto a no maximo 20% de acordo com Regulamento Técnico de
Identidade e qualidade de queijo ralado (BRASIL, 1997). Quando o produto atingir o padrao

de umidade desejado, ¢ enviado para o processo de embalagem primaria e secunddria.



Figura 2 - Fluxograma de produgdo de queijos ralados
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2.1.4 Qualidade higiénico-sanitaria e fraudes em queijo ralado

Sabe-se que as BPF sdo procedimentos necessarios para a obtencdo de alimentos
seguros. Portanto, para obter produtos isentos de contamina¢do microbiologica as industrias
devem adotar procedimentos de higiene geral, desinfec¢do de instalacdes e equipamentos,
verificar as condi¢des de saude dos manipuladores, utilizagao de agua de boa qualidade, realizar
a verificagdo da procedéncia da matéria prima entre outras praticas (PUGA et al., 2008).

Com a finalidade de investigar a qualidade higi€nico-sanitaria de queijos ralados no
Brasil varios estudos foram conduzidos por Salvador (2001), Mesquita (2001), Pimentel (2002),
Maldonado (2006) e Mosquim (1998) e estes autores constataram que o queijo ralado ¢ um dos
produtos mais fraudados, porém sdo poucos os trabalhos disponiveis na literatura cientifica que
tratam sobre a sua qualidade e melhorias na tecnologia de fabricagdo e conservacao de queijos
ralados. Os tipos de fraudes mais comuns encontradas em queijos ralados sao: adicao de amido
para ganho em rendimento, uso de conservadores nao permitidos e uso do conservador acido
sorbico acima do limite permitido pela legislagao.

Quanto maiores as contagens desta classe de deteriorantes, maiores sdo as deficiéncias
de higiene na planta de processamento. A presenca de bolores e leveduras viaveis em um indice
muito elevado nos alimentos pode indicar condi¢des higi€nico-sanitarias insatisfatorias de
equipamentos, multiplicagdo no produto em decorréncia de falhas no processamento ou
estocagem e matéria-prima com contaminagdo excessiva. Para controle de bolores e leveduras
¢ necessaria excelente higiene da planta de processamento, pois estes deteriorantes sao
contaminantes amplamente distribuidos no ambiente (ZACARCHENCO, 2011).

Segundo Feitosa et al. (2003), esse tipo de contaminagdo compromete a qualidade e a
vida de prateleira do produto, uma vez que bolores e leveduras sao potenciais deterioradores de
produtos laticos. As altas contagens de bolores e leveduras encontradas sugerem que se faz
necessario um controle maior da produgdo, em todo o processo, a fim de diminuir esses
microrganismos no produto, que diminuiram a sua vida util consideravelmente.

As fraudes em alimentos e as praticas enganosas, realizadas por produtores sem
escrupulos orientados exclusivamente para a falsa representagdo sempre foram um problema
sério por causa das vantagens econdmicas derivadas da substituicdo parcial de ingredientes de
alto preco por produtos de baixo custo. Em particular, para os géneros alimenticios produzidos,
processados e preparados em uma area geografica especifica, utilizando métodos reconhecidos,
informacgdes objetivas de autenticidade alimentar, € a principal preocupagdo para produtores de

alimentos, varejistas e consumidores, contra praticas fraudulentas (CEVOLI, 2013). O queijo
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ralado Parmesao e Tipo Grana podem ser facilmente misturados com queijos de baixa qualidade
(REGATTIERI, 2007).

A legislagao brasileira define que os aditivos utilizados no produto devem ser declarados
na lista de ingredientes do rétulo, sendo permitida somente a adi¢cao dos queijos que se pretende
trabalhar e que estd na denominagdo de venda do produto, o conservador acido sérbico e
antiaglutinates (BRASIL, 1997). Quaisquer outros produtos adicionados e que permane¢cam na
composi¢ao final do produto queijo ralado apesar de ndo causar danos a satde do consumidor,
ndo faz parte da tecnologia de fabrica¢ao do produto, ficando a sua adi¢do como fraude.

No estudo de Marques (2016), foram analisadas 10 amostras de queijo Parmesao ralado
adquiridas no comércio local de Caxias do Sul, RS. Em 50 % das amostras foi detectada a
presenca de E. coli, resultado que representa baixa qualidade higiénico-sanitaria nos produtos.
Em relacdo a andlise da presenca de amido 10% das amostras estavam em desacordo com a
legislagdo, ficando caracterizada fraude e a exposicdo dos consumidores a produtos de
qualidade contenciosa.

Martins et al. (2011) analisaram 40 amostras de queijo ralado e 22 (55%) foram positivas
para E. Coli. Os autores associam a contamina¢do microbiologica ao processo de fabricagao,
comercializacdo e armazenamento do produto. Oliveira et al. (2012) também relatam que a
contaminacdo por E. Coli em queijos ralados pode estar associada a falhas na higienizag¢ao das
maos dos manipuladores durante o processamento ou a utilizagdo de matérias primas
contaminadas.

O 4acido sorbico foi determinado em diferentes tipos de alimentos processados
disponiveis no mercado brasileiro e apenas produtos lacteos especificamente queijos ralados
ndo estavam de acordo com a legislacdo quanto ao limite recomendado do antimicrobiano
(TFOUNI, TOLEDO, 2002).

Qualquer queijo que passa por uma salga pesada acaba ganhando consisténcia para ser
ralado. Os produtos clandestinos produzidos com leite cru, sem o processo de pasteurizagdo, ou
seja, sem aquecimento e alteracdes, também podem ser ralados, apds o processo de salga.
Sujeiras no produto, at¢é mesmo baratas, além de contamina¢des de inseticidas e
raticidas, também podem estar no queijo produzido em local clandestino, sem a devida
higienizacdo. Adi¢do de amido de milho e uso de leite rejeitado pelas industrias por estar
vencido ou fora de qualidade também ocorrem em produgdes fraudulentas (SFAGRO, 2017).

Em relatério feito pelo FDA foi descoberto que algumas marcas norte-americanas estao
sendo processadas, pois podem ndo ter nenhum vestigio de queijo, e sim entre outras coisas

madeira. De acordo com Arthur Schuman, presidente da Neil Schuman’s, a maior distribuidora
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de queijos italianos nos Estados Unidos, apenas 40% dos queijos ralados podem ser
considerados realmente queijos. “Os consumidores sdo inocentes e ndo percebem isso”, disse
ele em um relatorio publicado pela agéncia de noticias Bloomberg, que realizou os proprios
testes a partir de produtos encontrados nos mercados (JORNAL DA CIENCIA, 2017).

Nos trabalhos de Ribeiro et al., (2012) de oito amostras de queijo ralado analisadas, uma
apresentou resultado positivo para presenca de amido. Duarte et al., (2006) analisaram 120
amostras e 6 foram positivas para a presenc¢a de amido, caracterizando fraude no produto.

No estudo de Cevoli et al. (2013) foi avaliada a autenticidade de 400 amostras de queijo
ralado Parmigiano Reggiano por meio da espectroscopia infravermelha, uma vez que a
confirmacao da autenticidade dos queijos de alto valor representa um topico emergente no setor
de alimentos e a demanda por técnicas analiticas rapidas e de baixo custo para o controle da
qualidade em ambientes industriais estd recebendo grande atencao.

O queijo Parmigiano Reggiano, bem como o queijo Tipo Grana podem ser vendidos
como pecgas embaladas ou raladas. No primeiro caso o queijo ¢ facilmente reconhecido porque
possui os emblemas de origem protegida em sua casca. No entanto, quando ralado, pode haver
algum duvida sobre a composi¢do e autenticidade, portanto ¢ necessario ter um meio analitico
que verifique se a origem de um queijo ralado corresponde ao que diz em sua rotulagem (GORI

etal., 2012).

2.2  0zZONIO

O oz6nio (0O3), um gas natural encontrado na atmosfera e formado a partir do oxigénio
do meio ambiente, ¢ popularmente conhecido por formar uma camada que filtra os raios
ultravioletas. O O3 ¢ gerado pela reagdo de radicais livres de oxigénio com oxigé€nio diatdomico.
E uma forma alotropica de oxigénio, com propriedades antimicrobianas muito boas. Foi em
1840, quando Christian Friedrich Schonbein, quimico alemao-suico, denominou a substancia
O3, com base na palavra grega ozein para "cheiro" (KOGELSCHATZ, 1988).

Comercialmente para o tratamento de aguas em bebidas desde 1906 em Nice na Franga
(HILL AND RICE, 1982) e o seu emprego nas industrias de alimentos tem aumentado para
produzir uma preservagao e sanitizagdo das superficies de contato com alimentos. Pode-se

observar a historia do O3 no Quadro 3.
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Quadro 3 - Historia do Os: aplicagdo e regulamentagcdo em alimentos

Ano Acontecimento

1839 | Schonbein descobre o Os.

1885 | Soret determina a formula molecular do O3.

1886 | O potencial do O3 como desinfetante de agua poluida ¢é reconhecido na Europa.

1891 | Resultados de testes na Alemanha mostraram que o O3 era efetivo contra bactérias.

1893 | Primeira aplicagdo em larga escala usando O3 em agua para consumo na Holanda.

1906 Comissdo da Franga faz sua primeira planta municipal aplicando O3 na agua para
consumo.

1909 | O3 ¢é empregado para preservagio de carne na Alemanha.

1936 O3 ¢é utilizado para purificar marisco na Franga.

1939 O3 ¢é utilizado para evitar a fermentacéo e crescimento de mofo durante o armazenamento
de frutas.

1942 | O3 ¢ utilizado em camaras de armazenamento de ovos e queijos nos EUA.

1964 A floculag@o espontdnea em cimaras de contato com O3 leva a Franga a construir uma
planta de O3 para aumentar a remogao de particulas.

1970 | O3 ¢ explorado para controle de algas na Franca.

1982 O FDA (Food and Drug Administration - Administragdo de Comidas e Remédios) da a
concessao de status GRAS (geralmente reconhecido como seguro) para a desinfecgdo de
O3 em agua engarrafada.

1987 | Planta de ozonizagdo entra em linha em Los Angeles apds sete anos de teste piloto.

1997 | Painel de peritos convocado pelo Eletric Power Research Institute (EPRI) afirma o O3
como GRAS (geralmente reconhecido como seguro) para contato direto com alimentos. O
FDA (Food and Drug Administration - Administracdo de Comidas e Remédios) ndo se
opoe a esta afirmagdo de GRAS.

1999 O Departamento da Agricultura dos Estados Unidos (USDA) rejeita um protocolo de O3
para aplicagdo de carne, citando a declaragdo de 1982 GRAS para a desinfeccido de agua
engarrafada em que o FDA declarou que qualquer outro uso deve ser regulado por uma
peticdo de aditivo alimentar.

2000 | Uma peticdo de aditivo alimentar (FAP) ¢ anexada pelo EPRI requerendo ao FDA a
aprovag¢do do O3 para uso em contato direto em alimentos.

2001 FDA aprova o O3 como um aditivo alimentar de uso direto secundario, como agente
antimicrobiano. (Registro Federal, Vol. 66, n 123, Junho) (FDA, 2001).

2004 O FDA emite orientagdes industriais e recomendacdes para processadores de suco de maca

ou cidra sobre o uso de O3 para fins de redugdo de patogenos (FDA, 2004).

Fonte: O'DONELL et al., (2012)

As reacdes quimicas do O3 sdo indiretas (mecanismo de reagdo em cadeia que leva a

producao de radicais livres de hidroxila) ou direto (com substancias presentes na matriz)

(CULLEN et al., 2010; O'DONELL et al., 2012).

No entanto, o gas também ¢ um excelente bactericida, fungicida e viricida, reconhecido

como o mais seguro e eficaz método de tratamento de dgua do mundo. Suas vantagens sdo
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aplicadas na industria, piscinas, estagdes de tratamento de dgua e esgoto, medicina, odontologia
e agricultura. Utilizado com sucesso na conservagdo de frutas, vegetais, peixes € ovos, o O3
também chegou as propriedades dos produtos de leite e industrias de laticinios do Rio Grande
do Sul (LEITE E QUEIOS, 2017).

A demanda por novas abordagens de preservacdo surge da crescente preferéncia dos
consumidores por alimentos minimamente processados, por surtos relacionados com a
alimentacdo, identificagdo de novos patégenos alimentares e a aprovagdo da legislacdo que
governa a qualidade e seguranga de alimentos. A Organiza¢ao Mundial da Satude identifica que
doencgas alimentares sao consideradas uma ameaca para a saude humana e que a economia
global requer um esfor¢o concentrado por parte de trés parceiros principais: governo, a industria
alimenticia e os consumidores. Para as aplica¢des de sanitizagdo, o O3 pode ser preferido aos
sanitizantes convencionais tais como o cloro, porque a taxa de inativacdo relativamente baixa
do cloro em concentracdes que sao limitadas pela regulamentagao, combinada pela preocupacao
dos consumidores sobre residuos quimicos e impactos no meio ambiente (O 'DONNELL et al.,

2012).

2.2.1 Legislaciio para uso de O3

De acordo com O’donnell et al. (2012), enquanto que a garantia da seguranca alimentar
¢ uma preocupagao global, o status da regulamentacao do O3 para o processamento e aplicagao
em alimentos ainda estd evoluindo, e em alguns paises ainda nao se tem conhecimento.

Em alguns paises como Alemanha, Canad4, Franca e Estados Unidos, o O3 ¢ usado ha
mais de 100 anos. Sua aplicacdo ¢ aprovada por 6rgaos de satde de varias partes do mundo,
entre eles o FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos, inclusive em lavagem
de alimentos para o consumo humano (LEITE E QUEIJOS, 2017).

A legislacdo que governa o Os para tratamento, manipula¢do, processamento e
armazenamento de alimentos, desenvolveu-se tipicamente em resposta a evolugdo do uso do O3
para aplicagdes inicialmente em tratamento de agua, limpeza da superficie de equipamentos,
lavagens dos alimentos e finalmente para uso diretamente em alimentos como um aditivo.

O uso do O3 no processamento de alimentos esta se tornando cada vez mais importante
como resultado para a afirmacdo de que o O3 ¢ um GRAS (Generally Recognised as Safe -
Geralmente reconhecido como seguro) (GRAHAM et al., 1997) e subsequentemente aprovado
pelo FDA como um aditivo antimicrobiano para contato direto com alimentos de todos os tipos

(FDA, 2001).
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O uso do O3 no processamento de alimentos vem sendo aprovado em vdrias etapas de
producdo de alimentos e em muitos paises incluindo os EUA, Japdo, Australia, Franca e
Canada. Dada a complexidade das matrizes dos alimentos e da quantidade de alimentos
produzidos, demonstrar a validagdo de processos ¢ um desafio para a industria.

A ozonizagdo passou a ser utilizada no Brasil como alternativa aos métodos
convencionais de pré-cloragdo e pré-aeragao no tratamento de dguas superficiais a partir de
1983 (LAPOLLI et al., 2003). Existem diversos trabalhos publicados com o emprego da
ozonizagao no tratamento de efluentes, agua, odontologia, medicina e agricultura.

Na area de alimentos poucas pesquisas tém sido realizadas no Brasil e ainda nao existe
legislagao especifica que oriente aplicagdes nesta area. Dentro do processo de normatizagao da
produgdo organica, a Instrugdo Normativa 18 de 2009 trata das normas de processamento tanto
de alimentos de origem animal como vegetal. Nesta normativa, ¢ permitido o uso do Os seja
para a higienizacao ou até mesmo para entrar em contato direto com os alimentos organicos
(BRASIL, 2009).

A Secretaria de Agricultura do Estado do Rio Grande do Sul, por meio da Coordenadoria
de Inspecdo Industrial e Sanitiria de Produtos de Origem Animal (CISPOA), embora nunca
tenha recebido informag¢do sobre o uso de O3 no processo de higienizacdo ou producao de
produtos de origem animal, recomenda que seja feito um comunicado ao servi¢o de inspecao
local via oficio, solicitando a autorizagdo para a utilizagdo da nova tecnologia. O Departamento
de Inspecao de Produtos de Origem Animal (DIPOA) confirma que o uso de Oz em camaras de
queijos ja foi aprovado pelo 6rgao Ministério da Agricultura, porém qualquer aplicacdo em
outras formas que ndo em camara de maturacdo de queijos deve ser feita uma solicitagdo junto

ao Ministério da Agricultura (LEITE E QUEIJOS, 2017).

2.2.2 Propriedades quimicas e fisico-quimicas do O3

A forte reatividade do O3 ¢ devida a estrutura da molécula. A molécula de O3 consiste
em trés atomos de oxigénio. Na valéncia de cada 4tomo de oxigénio tem-se dois elétrons ndo
emparelhados, cada um ocupando um orbital 2p. Isso significa que, durante a sua formacao,
trés atomos de oxigénio sdo combinados, com o oxigénio central rearranjado em um plano sp2
para 2s e dois 2p atomos orbitais na valéncia da banda. Com este novo rearranjo trés novas
orbitais hibridos sp2 formam um triangulo com o nucleo de oxigénio no centro com um angulo

de 116,8 graus 49", como pode ser observado na Figura 3 (O'DONNELL et al., 2012).



42

O O3, que se apresenta na forma triatdmica do oxigénio (O), € um gés extremamente
instavel e parcialmente solivel em agua. Possui odor penetrante e ¢ facilmente detectavel em
concentracdes muito baixas (0,01 a 0,05 mg/L) (LAPOLLI et al., 2003; RICE et al., 1981).
Quando comparado a outros agentes oxidantes, o O3 se destaca pelo elevado potencial de

oxidacdo (2,07 m V). O O3 ¢ o segundo mais poderoso agente oxidante, perdendo apenas para
o fluor (3,06 m V) (LAPOLLI et al., 2003; RUSSEL et al., 1999).

Figura 3 - Estrutura molecular do O;

@
O 278 A

"O 116.8° O"

Fonte: O'Donnell et al. (2012)

O O3 a temperatura ambiente e em baixas concentragdes, apresenta-se como um gas
incolor, ja em altas concentragdes adquire uma coloragdo azulada. Com o aumento da
temperatura, o O3 tem sua solubilidade em 4gua reduzida, tornando-se menos estavel. Porém o
aumento na temperatura ndo altera expressivamente a taxa de desinfec¢ao do O3, com isso
percebe-se que a desinfecgdo € relativamente independente da temperatura (SILVEIRA, 2004;
LAPOLLI et al., 2003; USEPA, 1999).

O O3 apresenta massa molar de 48 Da e condensa a -111,9 °C (RUSSEL et al., 1999).

A Tabela 1 apresenta as principais propriedades fisico-quimicas deste gas.

Tabela 1 - Principais propriedades fisico-quimicas do O3

Propriedades fisico-quimicas

Massa Molar 48 Da
Massa especifica (0°C e 101,3 kPa) 2,154 kg/m?
Ponto de ebuli¢ao -111,9+0,3 °C
Ponto de fusdo -192,5+0,3 °C
Solubilidade em agua a 0 °C 20 g/m?
Solubilidade em agua a 30 °C 1,5 g/m?
Temperatura critica -12,1 °C
Presséo critica 5,53 MPa

Fonte: Vidal (2003).
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Um valor de pH elevado favorece a decomposicdo do Oz e a formagdo de diferentes
tipos de compostos oxidantes com reatividades diferentes, como radicais livres hidroxila
(elevado poder de oxidagao). O O3 ¢ relativamente instdvel em solugcdo aquosa e apresenta
meia-vida que varia de 20 a 30 minutos em agua destilada a 20°C. Ja em fase gasosa, o O3 ¢
mais estavel, sua meia-vida no ar atmosférico, medida pela Agéncia de Prote¢do Ambiental dos
Estados Unidos, ¢ na ordem de 12 horas (DI BERNARDO; DANTAS, 2005; VIDAL, 2003;
RUSSEL et al., 1999; GRAHAM 1997; WICKRAMANAYAKE, 1991; RICE et al., 1981).

O O3 ¢ o segundo mais poderoso agente oxidante comum, conforme pode ser observado

na Tabela 2.

Tabela 2 - Agentes oxidantes e seus potenciais de oxidagao

Agente oxidante Potencial de oxidagao
Fluor 3,06
Ozo6nio 2,07
Permanganato 1,67
Dioéxido de cloro 1,50
Acido hipocloro 1,49
Gas de Cloro 1,36

Fonte: Manley e Niegowski, 1967.

2.2.3 Geracao de O3

Na ozonizag¢do, tem-se a atuagao de dois oxidantes, o O3 molecular ¢ os radicais OH.
Para diferentes aplicagdes de O3 em plantas de tratamento, as duas espécies diferem em sua
importancia. Enquanto a desinfec¢do ocorre dominantemente pela atuacdo do Os, nas reagdes
de oxidagdo ha contribui¢do de ambos os oxidantes. O Oz é um gés instavel, e existem diferentes
métodos para a sua geragdo, algumas tecnologias estdo apresentadas na Tabela 3, bem como
seus principios e campo de aplicacdo. O O3 pode ser produzido a partir do ar, do oxigénio puro
e da 4gua altamente pura (DEZOTT]I, 2008).

Os dois principais métodos de geracao de Os utilizados em experimentos de laboratdrio
ou em escala real s3o: descarga elétrica (também conhecido por descarga por efeito corona) e
eletrélise, sendo o método mais difundido a descarga elétrica no ar ou oxigénio puro. De acordo

com Dezotti (2008) as Equagdes 1 e 2 mostram como o O3 ¢ gerado por esta tecnologia.
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Tabela 3 - Resumo dos diferentes métodos de geracao de Os, principios de trabalho e campos
de aplicagao.

Método de Principio de Fonte de Campo de
geracao de O3 trabalho O3 aplicacio
Elétrico Descarga elétrica Are O2 Utilizada em
laboratorio e escala
real
Eletroquimico Eletrolise Agua Predominante para
aplicagcdes com agua
pura, em escala de
laboratorio e pequena
escala industrial
Fotoquimico Irradiagdo (abstragao Oz (ar) e agua Nova tecnologia,
(A=185nm) de elétrons) para laboratorio e
escala real
Radia¢@o quimica Raios — X Agua Raramente utilizado,
somente em escala
experimental
Térmico Ionizagao de arco de Agua Raramente utilizado,
luz somente em escala
experimental
Fonte: Dezotti (2008)
0, =0"+0° (1)
0" +0, & 0, @

Nos geradores de O3 do tipo descarga por efeito corona, a fonte de gas de alimentacao
utilizado, ar ou oxigénio, determina a concentracao de O3 na fase gas. As propriedades quimicas
do O3 dependem de sua estrutura molecular, duas formas das estruturas de ressonancia podem
ser expressas como apresentado na Figura 4. Devido a sua estrutura, o O3 molecular pode ser

um agente dipolo, eletrofilico ou nucleofilico.

Figura 4 - Estruturas de ressonancia da molécula de Os.
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Fonte: Dezotti, 2008.
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2.2.4 Mecanismo de acdo do O3 sobre microrganismos

O O3 ¢ um poderoso agente oxidante, eficaz na inativagdo de bactérias, bolores,
leveduras, virus, protozodrios, inclusive formas esporuladas e cistos de protozoarios, que sao
mais resistentes (SOUZA, 2006; LAPOLLI et al., 2003; USEPA, 1999). O Os inativa diversas
bactérias, incluindo Gram-negativas e Gram-positivas, células vegetativas e formas
esporuladas, além de componentes do envoltdrio celular, esporos fingicos ou cépsideos virais,
em concentracdes relativamente baixas e em reduzido tempo de contato (KIM et al., 1999). A
redugdo ou a inativac¢ao da populagdo microbiana devido a ozonizagao depende da concentragao
de O3, do tempo de aplicagdo e do microrganismo envolvido (SILVA, 2011; RUSSEL et al.,
1999).

A inativacdao de microrganismos pelo O3 é menos efetiva quando aplicada diretamente
sobre a superficie do alimento do que o O3 em demanda liquida. A inativacao da microbiota em
alimentos por O3 depende muito da natureza e da composicao da superficie dos alimentos, do
tipo de contaminacdo microbiana, bem como o grau de associa¢do de microrganismos com
alimentos (KIM et al., 1999).

O O3 atua inicialmente na membrana celular, sendo a superficie da célula microbiana o
primeiro alvo a ser atingido. Sua acdo antimicrobiana ¢ decorrente da oxidacao de glicolipideos,
glicoproteinas e aminoacidos da parede celular alterando a permeabilidade e causando sua
rapida lise. O O3 ataca também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o colapso da atividade
enzimatica celular. Além disso, sua agdo sobre o material nuclear dos microrganismos altera as
bases puricas e pirimidicas dos acidos nucléicos, como ocorre com alguns virus, onde o O3
destroi seu RNA além de alterar as cadeias polipeptidicas do capsideo proteico (SILVEIRA,
2004; HUNT; MARINAS, 1999).

Sabe-se que a taxa de destrui¢do de microrganismos aumenta com o aumento da
temperatura. De acordo com a teoria de van’t Hoff-Arrhenius, a temperatura determina, em
parte, a taxa a qual o desinfetante se difunde através da superficie do microrganismo e a sua
taxa de reagdo com o substrato (LANGLALIS et al., 1991). Quando ocorre um aumento na
temperatura, o O3 torna-se menos estavel em agua, porém a taxa de reagdo com o substrato
organico dos microrganismos aumenta (LAPOLLI et al., 2003).

Os fungos sdo contaminantes comuns em alimentos e sdo responsdveis por perdas
financeiras industriais e comerciais. A ozonizagdo ¢ bastante efetiva contra fungos e
micotoxinas, porém os fungos tentem a ser mais resistentes que as bactérias na forma vegetativa

(RUSSEL et al., 1999). Ainda assim, Wickramanayake (1991) relata que os fungos sao mais
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facilmente atingidos pela a¢do do O3 e em menor periodo de tempo do que as bactérias como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus spp.

Ames et al. (2013) estudaram a germinacdo de conidios fungicos expostos a baixas
concentragdes de O3, a 150 nL / L por 100d a 2°C. Cerca de 50% dos conidios ndo germinaram
apos 3-4 semanas, enquanto que 95% ndo germinaram apo6s 2-3 meses. As colonias de Conidia
mais antigas foram mais tolerantes ao O3 do que as colonias mais jovens.

A inativagdo das bactérias pelo O3 pode ser considerada uma reacdo de oxidagdo de
varios constituintes celulares. O primeiro alvo da oxidacdo ¢ a membrana celular, mas ha
evidencias de que o O3 aja também, sobre a atividade enzimatica das bactérias. A oxidacao ¢ a
inativagao pelo O3 sdo muito rapidas, além de ndo especificas em relagdo aos constituintes
celulares, existindo dados que evidenciam a acdo do O3 sobre as bases puricas e pirimidicas dos

acidos nucléicos da Escherichia coli (LAPOLLI et al., 2003).

2.3 03 EM ALIMENTOS

A ozonizagdao ¢ um processo nao térmico inovador e com aplicagdes potenciais na
moderna industria de alimentos (JEONG et al., 2007; CULLEN et al., 2010; PIACHIN AND
TRACHOO, 2011; CARDENAS et al., 2011; SHAH et al., 2011; BLOGOSLAWSKI AND
STEWART, 2011; FRATAMICO et al., 2012).

Muitos processos da industria de alimentos sdo propicios a utilizacdo do Os3. Sao
exemplos de aplicagdes a ozonizagdo de produtos agricolas durante o armazenamento e
transporte € a sanitizacdo da agua de lavagem dos alimentos, equipamentos e materiais de
embalagem (GRAHAM, 1997). Como um agente oxidante forte, o O3 tem sido usado hd muito
tempo na industria de alimentos; tem efeitos nao térmicos letais sobre microrganismos devido
a permeabilizagdo e ao dano da membrana celular (PATIL, 2009).

O’Donnell et al. (2012), relata que o interesse pelo O3 tem crescido muito nos tltimos
anos, em resposta as demandas dos consumidores por aditivos alimentares mais saudaveis e
tem aumentado a aceitagdo e regulamentacdo para que o Oz seja um deles. A
multifuncionalidade do O3 faz com que este seja um agente promissor no processamento de
alimentos. O O3 se decompde rapidamente produzindo oxigénio e ndo deixa nenhum residuo
no alimento. Em particular, o FDA (Food and Drug Administration) salienta que o uso do O3
em alimentos tem resultado num aumento do interesse para potenciais aplicagcdes em alimentos

por todo o mundo. O O3 ¢ um oxidante usado para tratamento em aguas, sanitizagdo, lavagem
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e desinfeccdo de equipamentos, remog¢ao de odores, processamento de frutas, vegetais, carnes
e frutos do mar.

As abordagens de tratamento de alimentos incluem aplica¢des de O; tanto na forma
gasosa ou aquosa. Lavagens com agua ozonizada, o armazenamento em atmosferas ricas em Os
e a adigdo direta de O3 em alimentos fluidos estdo sendo estudados. A eficacia do O3 para o
controle contra microrganismos presentes nos alimentos depende de uma série de fatores
incluindo a quantidade de O3 aplicada, o residual de Oz no meio e varios fatores ambientais,
tais como pH do meio, temperatura, umidade relativa, aditivos e a quantidade de matéria
organica em torno da célula (O'DONNELL et al., 2012).

De acordo com O’donnell et al., (2012) as propriedades sensoriais sdo consistentemente
avaliadas como sendo um dos fatores mais importantes que levam o consumidor a repetir a
compra de produtos alimenticios. O O3 ¢ um forte agente oxidante e seu efeito deve ser
considerado antes de qualquer potencial aplicagdao alimentar. Os efeitos dependerdo da forma

de aplicagdo, a dose, a composi¢ao do alimento e assim por diante.

2.3.1 Aplicacdo de O3 em produtos lacteos

2.3.1.1 Queijos e iogurtes

Serra et al. (2003) utilizaram O3 em uma camara de maturagao de queijos, mantida a 5
°C e umidade relativa até 80 % durante 3 meses. Os autores empregaram uma taxa de geracao
de O3 de 8 g/h nos primeiros 5 dias, seguida por 4 g/h nos proximos 5 dias e 8 g/h a cada 40
minutos por periodo de uma hora durante o restante da maturag@o. Foi detectada uma reducao
efetiva de bolores no ambiente de maturagdo, porém a redugdo da contaminacao nas superficies
da camara somente ocorreu quando métodos de limpeza combinados com a ozonizagao foram
utilizados.

Lanita e Silva (2008) observaram um bom desempenho no controle da biota
contaminante durante o processo de maturagdo de queijo parmesdao com aplicagao de Oz na
concentracdo de 0,03 ppm em camara mantida a 11 °C e umidade relativa entre 80 — 85 % por
60 dias. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o O3 conseguiu reduzir a contagem
de bolores ¢ leveduras do ar da caAmara de maturagao. A ozonizagdo propiciou uma redugdo de
2,8 x 10*para 9,0 UFC/cm? na contagem de bolores e leveduras na superficie de queijos, quando

foi combinada com duas operagdes de lavagem superficial das pegas. Uma reducao ligeiramente
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menor também foi conseguida com o emprego de ozonizagdo, uma lavagem inicial e aplicacao
de natamicina.

A Cooperativa de Laticinios General Neto, localizada no municipio de Bardo, Rio
Grande do Sul, é umas das pioneiras do Estado no uso durante o processo de industrializagao.
A cooperativa utiliza a tecnologia no ar durante o processo de maturacdo dos queijos, para
redugdo de fungos, e custos com mao de obra. Os trés aparelhos de O3 que empresa possui
geram 3g de O3 cada, e eles ficam ligados de 6 a 7 horas por dia em média, e isso ¢ suficiente
para deixar o ar mais seco nas camaras de matura¢do (LEITE E QUEIJOS, 2017).

Pinto el al. (2007) estudaram a eficiéncia do gas O3 aplicado ao ar da camara de
maturacao de queijos Parmesao e Tipo Grana no controle de fungos em suspensao, na superficie
das prateleiras e queijos em maturagdo. O O3 mostrou-se efetivo no controle de fungos
ambientais e de superficies, durante o processo de maturagao dos queijos. Ao final do periodo,
observou-se reducao significativa de carga flingica em 0,74 logio na superficie dos queijos, 0,91
logio na superficie das prateleiras e de 1,5 logio no ar.

Alexopoulos et al. (2017) utilizaram O3 para controlar microrganismos deteriorantes
durante a producdo de produtos lacteos tais como iogurte e queijo. No iogurte ozonizado houve
uma reducdo na contagem de mofo em 0,6 log UFC/g (25,1 %) no final do periodo em
comparagdo com a amostra controle. No queijo, com salmoura ozonizada (1,3 mg/L O3, NaCl
5 %) nao houve grande diferenca se comparado com o padrao somente com salmoura. Os
autores concluiram que se os fatores de tempo e concentragdo de O3 estiverem configurados
corretamente, a ozonizagdo pode ser uma abordagem promissora salvaguardando a produgao
de alguns produtos lacteos.

Segat et al., (2014) verificaram que pela primeira vez na literatura foi utilizado O3 na
cadeia de produgao de queijo Mozzarella de alta umidade. Os resultados mostraram que o O3
nao pode ser aplicado para a recuperacao do produto se ele ja possui alta carga microbiana.
Concluiram que para o queijo Mozzarella a melhor aplicabilidade do O3 estd em ozonizar a
agua que ¢ utilizada para o resfriamento do queijo.

Existem estudos sobre a eficicia da ozonizacdo em contagens microbianas em
salmouras utilizadas para a fabricacdo de queijos, pois devido ao seu uso prolongado, as
salmouras de queijo sdo progressivamente enriquecidas com substancias organicas, o que
permite que os microrganismos provenientes da coalhada se desenvolvam a altas
concentracdes. Marino et al. (2015) estudaram a viabilidade do uso do O3 para reduzir a
contaminagdo microbiana das salmouras. Os autores relatam que o efeito do O3 aumenta com

o aumento da concentracao e do tempo do tratamento, reduzindo a contagem total de bactérias
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a 4,61 log ufc / ml, staphylococcus a 3,37 log ufc / mL e leveduras 2,70 log ufc / mL, nos
tratamentos mais fortes. O efeito antimicrobiana do O3 foi influenciado pelo teor proteico da
salmoura, no entanto na salmoura que continha altas quantidades de proteina o efeito da
inativagdo dos microrganismos pelo O3 ainda foi significativo. O modelo de Weibull estimou
com precisdo a faixa de inativacdo dos microrganismos, através das curvas de sobrevivéncia

para cada tratamento realizado, sendo o melhor 0,40 mg / L de O3 durante 240 minutos.

2.3.1.2 Leite em po

Os estudos de Torlak & Sert (2013) mostraram que as contagens iniciais de Cronobacter
podem ser reduzidas consideravelmente pelo tratamento com O3 gasoso sem causar aumentos
significativos nos niveis de oxidagdo lipidica no leite em pd. Os pesquisadores avaliaram a
inativacao de Cronobacter por Oz gasoso em leite em p6 com diferentes teores de gordura, as
amostras foram expostas a uma corrente continua de concentragdes constantes de O3 de 2,8 e
2,3 mg/L por até 120 minutos, houve redugdo de 2,71 e 3,28 log respectivamente. O tratamento
com O3 gasoso foi considerado pelos autores um método promissor para a reducdo de
Cronobacter.

Mas ndo ¢ apenas na captagdo da matéria prima que o O3 mostra bons resultados, a
tecnologia também se mostrou uma grande aliada no processo de producdo. Na Dielat
Laticinios, com industria em Taquara, Rio Grande do Sul, o gas O3 ¢ utilizado na produgao de
leite em pd. Utilizam no transporte do leite em pd nas tubulagdes, através do sistema de ar,
antes do ensacamento, tendo uma redugdo significativa na contagem microbiana (LEITE E
QUENOS, 2017). Apesar da aprovagao de produtores e empresarios da industria, ainda existem
muitas davidas e falta de informacgao sobre essa revolucionaria tecnologia ja utilizada ha muitos

anos em outros paises.

2.3.1.3 Processos de ordenha

Em reportagem na revista Leite de Queijos, com publicacdo em agosto de 2017, mostra
como o O3 pode auxiliar produtores na industria e higienizacdo. Em Carlos Barbosa, Rio Grande
do Sul, o gas O3 0 vem sendo empregado com excelentes resultados na propriedade da familia
Simon, que utiliza a tecnologia na higienizagao do sistema de ordenha. Além da economia com
areducado de outros produtos de limpeza, melhorou a qualidade do leite e eliminagao de residuos

quimicos encontrados na agua apos a limpeza das ordenhadeiras.
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Outra industria que vem colhendo bons resultados com o uso do O3 ¢ o Laticinio
Lacmax, no municipio de Marques de Souza localizada no Rio Grande do Sul. A empresa vem
utilizando ha cerca de seis meses tecnologia na higienizagao e limpeza dos utensilios envolvidos
no processo produtivo e também na descontaminagdo do ar, ajudando muito na reducdo de

bolores e leveduras (LEITE E QUEIJOS, 2017).

2.3.2 Outras aplicagoes de O3

2.3.2.1 Aplicagao de O3 em farinhas e massas

Li et al. (2017) avaliaram os efeitos do tratamento de Oz na inativacdo de
microrganismos e alteragdes fisico-quimicas na farinha de trigo durante o armazenamento. A
farinha de trigo foi colocada em um frasco de evaporagao rotativa automatica para garantir um
contato homogéneo entre farinha e O3 durante a reagdo e tratou-se por 5 min, 10 min, 15 min,
20 min e 30 min, respectivamente. A taxa de fluxo de ar foi ajustada em 5 L / min. A contagem
total de microrganismos foi ligeiramente reduzida logo apo6s o tratamento com Os, mas mais
significativamente diminuiu nos primeiros dias de armazenamento. Além disso, foram
avaliados os efeitos prolongados da vida 1til de noodles frescos e macarrdo produzidor a partir
da farinha tratada com Os.

Os resultados deste estudo indicaram que o tratamento com O3 pode nao resultar em um
efeito letal imediato nos microrganismos na farinha de trigo, que pode ser devido a compostos
organicos como o amido e as proteinas na farinha de trigo que competem com microrganismos
para reagir com o O3, o que reduziu seu efeito de esterilizagdo , Assim como a situagao relatada
por Jaeger et al. (2009) pelo efeito protetor dos constituintes do leite em Lactobacillus
rhamnosus durante a inativacdo PEF. No entanto, causaram danos irreparaveis nas células
vivas, assim eles foram finalmente dissolvidos e mortos.

Bai et al. (2017) avaliaram a extensdo da vida util de macarrdo de trigo sarraceno semi-
seco com a combinacdo de tratamento com O3 aquoso e com embalagem em atmosfera
modificada. Os resultados microbiologicos indicaram que adicionar 2,21 mg / L de O3 a agua,
resultou em uma redugdo de 1,8 log 10 ufc / g das cargas microbianas iniciais no macarrao,
além disso houve reducao nas taxas de acidificagdo e deterioragdo. Foi possivel estender a vida

util a 9 dias, enquanto que as caracteristicas texturais e sensoriais foram mantidas.
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2.3.2.2 Aplicagdo de Oz em carnes

De acordo com os trabalhos de Kim et al. (1999), o tratamento com O3 diminuiu a
contagem de mesofilos aerdbios, coliformes e clostridios sulfito redutores em carne
transportada, além de melhorar a qualidade de armazenamento. Carcacas tratadas por 9 dias
com 0,03 ppm de O3 a 1,6 °C e 95 % de umidade relativa, ndo apresentaram crescimento
bacteriano na superficie das pegas.

Gertzou et al. (2017) avaliaram o efeito da combinagdo da ozonizagdo ¢ embalagem a
vacuo na extensdo da vida de prateleira em coxas de frango frescas durante o armazenamento
sob refrigeracao e consideraram este processo como inovador. Conseguiram estender em seis
dias a vida util do produto, utilizando 6 mg/L. de O3 e embalagens a vacuo e as propriedades
sensoriais das coxas de frango ndo foram alteradas negativamente pela ozonizagao.

Paissoni et al. (2017) investigaram os possiveis efeitos fisico-quimicos indiretos na
composi¢ao fenolica de vinho produzido a partir de uvas (Vitis vinifera L.) tratadas com O3
logo apos a colheita para redugdo da microbiota. Concluiram que o uso do O3 como sanitizante
em uvas antes do processo de fabricagdo do vinho pode ser considerado, pois nao causou
nenhum efeito negativo na extragcdo de antocianinas e flavonoides.

O estudo de Subramanyam et al. (2017) avaliou a eficacia do O3 contra insetos adultos
de Rhyzopertha dominica em trigo e chegou-se a conclusio de que os insetos tendem a ser mais
suscetiveis quando expostos a uma baixa concentragao de O3 por maiores periodos de tempo.

No estudo de Han et al., (2017) foram investigados os efeitos do mecanismo de ag¢ao da
aplicagdo de O3 a 2 ppm aliado ao tratamento de pré-resfriamento em amoras durante o
armazenamento. Os resultados revelaram que os frutos da amoreira submetidos ao tratamento
com O3 e pré-resfriamento apresentaram niveis mais altos de acidez titulavel e teor de s6lidos
soluveis totais, melhor firmeza e cor em comparagdao com o controle, sendo possivel aumentar
a vida til do produto durante o armazenamento.

No estudo recente de Brié et al. (2018), foi relatado que ainda pouca informagdo esta
disponivel sobre o efeito o O3 gasoso em virus em matrizes de alimentos. Os autores realizaram
uma comparacao do efeito do O3 sobre o norovirus murinho (MNV-1) e o virus da Hepatite A
(HAYV) adsorvido em framboesas frescas, pois as framboesas sdo produtos vulnerdveis para os
quais as solucdes de tratamento industrial que garantem seguranca alimentar e qualidade
sensorial ndo sdo facilmente aplicaveis. As framboesas foram associadas a numerosos surtos de
alimentos nas ultimas décadas. Em conclusdo, os autores relatam que o O3 pode ser visto como

um método alternativo e prospectivo para a desinfeccao e descontaminagao de framboesas.
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2.3.2.3 Aplicagdo de Oz em milho

Mylona et al. (2014) estudaram a eficacia do gias O3 na germinag¢do de esporos,
crescimento e producdo de fumosina por Fusarium verticillioides in vitro e in situ em milho em
concentracdes de O3 de 100 e 200 ppm, aplicado por 30 ou 60 minutos (taxa de fluxo de 6 L /
min) em diferentes condi¢des de atividade de 4gua. Os autores relatam que a germinagao
pareceu ser completamente inibida imediatamente ap6s o tratamento (24 h), independentemente
do nivel de exposi¢ao ao O3 e atividade de dgua, porém o armazenamento do milho resultou na
recuperagao da germinac¢ao dos esporos durante 8 a 10 dias de incubagdo. Ainda precisam ser
estudadas as implicagdes e limitacdes do uso do O3 gasoso como estratégia para o controle da

contaminagdo em cereais.

2.3.2.4 Aplicagdo de O3 em pimentoes

Alexandre et al. (2011) fizeram uma modelagem da reducdo da carga microbiana em
alimentos analisando o impacto do uso do Os. Avaliaram o impacto do O3 sobre Listeria innocua
em pimentdes vermelhos, mesoéfilos totais em morangos e coliformes totais em agrido. A
lavagem de frutas e vegetais em agua ozonizada sdo mais eficazes na redugdo de cargas

microbianas quando comparado ao mergulho simples em agua.

2.3.3 Principais alteracdes nos alimentos devido ao tratamento com O3

O O3 nao pode ser considerado universalmente benéfico aos alimentos, pois em altas
concentracdes, pode promover a degradacdo oxidativa, alterando o sabor e a coloragao do
produto alimenticio (KIM et al., 1999).

A desvantagem da utilizagdo de O3 como desinfetante ¢ sua instabilidade. O grande
desafio ¢ prever como o O3 reage com a matéria organica, o gas pode oxidar o composto, ou
espontaneamente, decompor-se em oxigénio e radicais livres. Os mecanismos de decomposicao
do O3 sdo processos complexos, que dependem de fatores como os tipos de radicais formados
em solucdo e o tipo de matéria organica presente. Portanto, ¢ dificil generalizar que uma dada
concentracao particular de Oz num determinado percentual sera efetiva para a inibi¢do dos

microrganismos presentes nos produtos alimenticios (LANGLAIS et al., 1991). De acordo com



53

Oskan et al. (2011), é possivel obter maior eficiéncia na mistura a medida que se eleva a
umidade relativa da mistura gasosa que contém Os.

Estudos mostraram que o O3 diminuiu o 4cido ascorbico em brocolis e contetdo de
tiamina em farinha de trigo. O O3 teve um efeito negativo na qualidade sensorial de alguns
produtos como graos, especiarias e leite em po, devido a oxidacdo de lipidios. Porém, outros
investigadores demonstraram que o tratamento com O3z melhorou a qualidade sensorial em
carne de boi e de ovos e ndo alterou significativamente a qualidade sensorial de algumas frutas
e legumes (KIM et al., 1999).

Lanita e Silva (2008) nao constataram o surgimento de processos adicionais de rancidez
oxidativa em queijo parmesao submetido a a¢do do O3 durante a maturagao.

Isikber et al. (2015) relatam que apesar dos efeitos antimicrobianos que o O3 possui
sobre alimentos, em alguns casos pode promover a oxidacdo e degradacdo de constituintes
quimicos e que o uso do gas O3 em altas concentragdes por longos periodos de exposigao pode
ocasionar a oxidagdo superficial, descoloragdo ou desenvolvimento de odores indesejaveis nos
alimentos.

Marino et al. (2015) relatam que em sua pesquisa sobre a inativagdo de microrganismos
em salmoura a inativagdo microbiana diminuia a medida que a concentragdo de proteina na
salmoura foi aumentada.

Efeitos quimicos, estruturais e funcionais resultantes da aplicacao de O3 em proteina de
soro isolada foram estudados por Segat et al. (2014), onde foi utilizada uma alta concentragao
de O3 gasoso para tratar o po de proteina de soro de leite isolada em diferentes tempos, variando
de 30 a 480 minutos. Os resultados mostraram uma reduc¢do de grupos livres sulfidrilos e um
aumento da hidrofobia superficial, indicando um auto rearranjo na estrutura proteica apds a
0zonizagdo assim, a ozoniza¢ao permite a criacdo de uma estrutura mais flexivel e sem a
formacdo de uma forte rede de ligacdes dissulfureto ou agregagdes. Altas concentracdes de O3
geraram efeitos oxidativos moderados, dependendo da duragdo dos tratamentos utilizados. Os
resultados deste estudo indicaram a viabilidade do processamento de Oz como um novo método
para desenvolver proteinas de soro com funcionalidades especificas.

Mendez et al. (2003), estudaram o efeito do O3 sobre a qualidade de graos expostos a
altas concentragdes de O3 e observaram que a casca do arroz tornou-se mais escura e com odor
de vinagre, a exposi¢do ocorreu a 50 ppm durante 30 dias. No entanto, no processo de moagem
estas imperfei¢des formadas pelo O3 foram removidas. Neste mesmo estudo, o tratamento de

graos a 50 ppm por 30 dias, ndo teve nenhum efeito prejudicial em pipoca, em soja quanto aos
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acidos graxos e composi¢cdo de aminoacidos, em trigo e milho referente as caracteristicas de
moagem, no trigo quanto as caracteristicas de cozimento e no arroz quanto a sua viscosidade.

De acordo com Nascimento et al. (2008) devem ser estudados, compreendidos e
ajustados os efeitos sobre os varios parametros da qualidade dos alimentos tratados com O3. Os
autores utilizaram O3 e ultrassom como um processo alternativo para o tratamento de café
despolpado. O tratamento com O3 e ultrassom alteraram os valores de solidos soltveis totais no
café, porém ndo de forma acentuada que pudesse influenciar na bebida. Ja para os agucares
redutores e ndo redutores foi verificada uma reducdo significativa em ap6s o tratamento com
03, j4 que o O3 tem a capacidade de hidrolisar parte da celulose da parede celular a agucares,
bem como de outros polissacarideos. A andlise de compostos fenolicos apresentou elevagao
estatisticamente significativa, onde o que contribuiu para o aumento do teor destes compostos
nas amostras tratadas com O3 seria a degradagdo de polimeros fendlicos, como a lignina. De
fato, Quesada et al. (1998) e Wiese e Pell (2003) apresentaram resultados de degradacao de
lignina por O3, formando varios compostos, entre eles, fenolicos mais simples, como derivados
de acido benzoico e cindmico.

No mesmo estudo de Nascimento et al. (2008), foi avaliada a condutividade elétrica
apos o tratamento do café com Oz, houve uma reducao estatisticamente significativa. Sabe-se
que a condutividade elétrica aumenta com os danos causados a integridade das membranas
celulares, sendo considerado um indicador consistente desta integridade (RIBEIRO, 2003). A
acao do O3 pode aumentar a concentracao de fendis, que apresentam uma grande capacidade
de complexacao com ions metalicos.

Sabe-se que o O; produz radicais hidroxila e perdxido, que provocam cisdo de
polissacarideos (QUESADA, 1998), podendo ser considerado um mecanismo alternativo nao
enzimatico para a despolimerizagdo ou solubilizagdo dos mesmos. Sugere-se que o O3 agindo
em amostras de café¢ poderiam ter degradado parte da pectina, formando polissacarideos
menores € mais acessiveis a poligalacturonase, possivelmente aumentando a sua a¢do. Em
aplicagdo de O3 em café, houve redu¢do da enzima pectinametilesterase e para as enzimas
polifenoloxidase e pologalacturonase ndo houve diferenca significativa apds o tratamento
(NASCIMENTO, 2008).

No estudo de Nascimento et al. (2008) ndo houve diferencas significativas para os
parametros de acidez tiutlavel pH, agucares totais em café submetido ao tratamento com Os.

Um fator negativo do O3 € que a aspiragdo direta é extremamente perigosa, por sua alta

toxicidade ao ser humano. No entanto, a ingestdo por intermédio de agua ozonizada ou
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alimentos ozonizados ndo apresenta perigo, pois a meia-vida do O3 ¢ relativamente curta
(LAPOLLI et al., 2003).

Roberto et al. (2016) avaliaram amendoim tratado com O3, e neste estudo o percentual
de acidos graxos livres do 6leo bruto permaneceu na faixa desejada nas diferentes combinagdes
de concentragdo do O3 e altura da coluna de graos. Com relagdo ao indice de peroxido do dleo
bruto extraido dos graos de amendoim os autores nao verificaram variagdo significativa em
decorréncia das diferentes combinacdes de concentracdo do Os e altura da coluna de graos.

No estudo de Roberto et al. (2016) os valores médios de indice de perdxido do o6leo
bruto de amendoim permaneceram na faixa aceitaveis, entretanto, Sanchez et al. (2016)
avaliaram a qualidade de amendoim ozonizado na concentragdo de 2,77 mg / L, por 12 horas,
em diferentes pontos de coluna de 0,75 m de graos. Os autores observaram maiores valores de
indice de peroxido nas camadas mais proximas a base da coluna de graos.

Akbas e Ozdemir (2008) ndo observaram aumento do percentual de acidos graxos livres
no oleo bruto extraido de pistaches ozonizados nas concentragdes de 5,0, 7,0 € 9,0 mg / L, por
periodos de exposi¢do de até 420 min.

Alencar et al. (2011) também ndo observaram variacao no percentual de 4cidos graxos
livres em Oleo bruto extraido de graos de amendoim ozonizados nas concentracdes de 13 e 21

mg / L, por até 96 horas.
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3 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento pratico deste trabalho a empresa Rasip Alimentos LTDA,
Unidade Léctea cedeu os seus equipamentos, matérias-primas e laboratorios. A Rasip

Alimentos LTDA esta localizada na cidade de Vacaria, Rio Grande do Sul, Brasil.

3.1 MATERIAS-PRIMAS

O queijo ralado foi produzido a partir de dois queijos, o queijo Tipo Grana, o qual tem
peso aproximado de 35 kg e maturagdo minima de 12 meses e o queijo Parmesao, o qual possui
peso aproximado de 7 kg e maturagdo minima de 6 meses. Os queijos foram ralados em dois

tipos de formulagdes, conforme seguem abaixo:

a) Queijo Tipo Grana Ralado: formulagdo 100% queijo Tipo Grana produzido na prépria
empresa.
b) Queijo Parmesiao Ralado: formulagdo 75% queijo Parmesao e 25% de queijo Tipo Grana

ambos produzidos na propria empresa.

3.1.1 Caracterizacio das matérias-primas

As matérias-primas queijo Tipo Grana e queijo Parmesdo, que foram utilizadas para as
analises, foram caracterizadas, onde realizaram-se analises de gordura, umidade, atividade de

agua, pH, gordura no extrato seco e composicao de acidos graxos.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A pesquisa esta estruturada em trés etapas (Figura 5). Na etapa 1 foi realizada uma
avaliacdo preliminar do efeito do acido soérbico sobre a conservagao do queijo ralado. Na etapa
2 foi realizada uma avaliacdo preliminar do efeito do 0zonio sobre a conservacdo do queijo
ralado. Na etapa 3 foram combinados os resultados da etapa 1 e etapa 2 e realizada a produgao
de queijos ralados com a utilizacdo do conservador acido sérbico e Osz. Ainda na etapa 3, foi
realizada a analise sensorial dos experimentos utilizando as escalas de aceitabilidade e ainda a

aplicagdo da metodologia CATA (Check All That Apply), ou marque tudo que se aplica ao produto.
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Figura 5 - Fluxograma das etapas desenvolvidas no projeto
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3.2.1 Etapa 1: Avaliacio do efeito do acido sérbico sobre a conservacio do queijo ralado

Os queijos foram ralados em raladores industriais com chapa de ralo de didmetro de 1,5
mm, apds ralados foram transferidos através de tubulagdes a vacuo para o secador, local onde
ocorre o processo de desidratacdo, onde os queijos ralados foram desidratados a uma umidade
média 19 % £ 1 %. Finalizado o processo de desidratacdo foram coletadas as amostras em
por¢des de 20 kg cada e distribuidas em porg¢des menores de 200 g. Em triplicata, foram
realizados 10 experimentos, adicionando-se o conservador acido sérbico a cada por¢ao nas
concentragdes: 0 %; 0,05 %; 0,1 %; 0,15 % e 0,20 %, experimentos Al, A2, A3, Ad e AS
respectivamente para o queijo Tipo Grana ralado e A6, A7, A8, A9 e Al0 para o queijo
Parmesao ralado.

O queijo ralado foi acondicionado em embalagens plasticas padrdo para queijo ralado,
seladas em maquina embaladora especifica. As por¢des foram armazenadas em camara de
estocagem propria para produtos lacteos em uma temperatura de 20 °C £ 2 °C por um periodo
de 150 dias. Nesta etapa foram realizadas anélises no tempo zero: teor residual de acido sorbico,
umidade, gordura e atividade de 4gua. Também foi realizada a analise de bolores e leveduras a
cada 30 dias decorridos do tempo de armazenamento até completar 150 dias.

O objetivo desta etapa foi realizar uma avalia¢ao preliminar do efeito do acido sorbico
sobre a conservagao dos queijos ralados, para que quando o conservante quimico for aliado ao
O3 possa ser iniciado o novo teste na menor concentracdo de acido sorbico necessaria para a

conservagdo do queijo ralado.

3.2.2 Etapa 2: Avaliacao do efeito do 0zonio sobre a conservaciao do queijo ralado.

3.2.2.1 Geracgado de O3

O equipamento que foi utilizado para os testes € um gerador de O3 modelo IDP 20, da
marca O3R. O abastecimento de ar ao equipamento ocorre através de compressores, 0s quais
geram ar mais puro.

O ar passa pelos dois concentradores de oxigénio (PSA RADIAL), melhorando a

qualidade do ar que entra para a geragao de O3, onde passa a ter 89 % de Oxigénio, sendo assim
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considerado um ar de alta qualidade para a geracao de Os, ja que o ideal ¢ de 70 % a 100 % de
oxigénio, conforme orientacdo do fornecedor do equipamento.
Apds, o oxigénio ¢ transformado em Oj3 através do efeito descarga de corona, conforme

pode ser observado o esquema do sistema de geragdo de O3 por descarga elétrica na Figura 6.

Figura 6 - Esquema de sistema de geragdo de O3 por descarga por efeito corona

Célula geradora de Ozénio Eletrodo
I;ieléticc-
#
#,
¥ '
Alta 2 o
voltagem @ O, ==p-Descarga de corona=p O, + 0,
AC
b S
» iy
D Eletrodo

Remocio de calor

Fonte: DEZOTTI (2008)
O equipamento foi instalado préximo a ventoinha responsavel por sugar o ar externo
para o interior dos secadores, a mangueira de saida do O3 foi conectada ao duto de conducao de

ar, conforme Figuras 7, 8 e 9.

Figura 7 - Equipamento utilizado para a geragdo de O3

Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 8 - Interior do equipamento gerador de O3
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Fonte: elaborado pelo autor

Figura 9 - Sistema de injecao de O3 no secador de queijo ralado

.V

Fonte: elaborado pelo autor

3.2.2.2 Aplicagdo de O3 em queijo ralado

Foram realizados testes de adicdo de O3 no ar que entra no secador em duas etapas
diferentes no processo de desidratagdo: 1°) nos primeiros 10 minutos de aquecimento do queijo
ralado; 2°) nos trés minutos finais de resfriamento (nesta etapa o O3 ndo entra em contato com
o calor gerado na desidratacao).

As quantidades de O3 que foram escolhidas para serem aplicadas nos testes seguem
detalhadas na Tabela 4. As concentragdes foram escolhidas de acordo com os tempos
determinados e capacidade de geracao de O3 pelo equipamento, foram escolhidas as faixas de
concentragdes que variaram entre o minimo, intermedidrio ¢ maximo do que o equipamento

produziu.
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Tabela 4 - Quantidade de O3 aplicado nos queijos durante a o processo de desidratagdo

Experimento Etapa de aplica¢ao Producao de O3
do processo de (mg de O3 / kg de
desidratacio queijo desidratado)
B1 0
B2 9
B3 10 mlnutgs durante 73
aquecimento
B4 31
BS 38
B6 0
B7 3
B8 3 minutos finais 7
B9 durante resfriamento 9

B10 11

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os queijos ralados foram ralados em raladores industriais com chapa de ralo de 1,5 mm,
apos esta etapa foi coletada uma amostra de queijo ralado em triplicata, para avaliacdo do queijo
ralado antes do processo de adigdao de ozonio e desidratacao.

Os queijos ralados foram transferidos através de tubulagdes a vacuo para o secador, local
onde ocorre o processo de desidratagdo e nesta pesquisa o local onde os queijos ralados foram
tratados com Os. Os queijos ralados foram desidratados a uma umidade média 19 % + 1 %.
Apo6s o processo de desidratacdo e tratamento com O3, as amostras de queijo ralado foram
coletadas em triplicata enviadas ao laboratério da empresa Rasip.

O queijo ralado foi acondicionado em embalagens plasticas padrdo para queijo ralado,
seladas em maquina embaladora especifica. As por¢des foram armazenadas em camara de
estocagem propria para produtos lacteos em uma temperatura de 20 °C £ 2 °C por um periodo
de 150 dias.

Em todas as amostras coletadas nesta etapa foram realizadas andlises de bolores e
leveduras nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 150 dias e andlises fisico-quimicas: gordura, umidade,
rancidez oxidativa e atividade de agua.

Como o grande problema dos produtores de queijos ralados Parmesao e Tipo Grana é o

crescimento de bolores e leveduras ao longo do tempo de prateleira combinado com a umidade
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do produto mais elevada, as andlises realizadas na etapa 2 tiveram grande importancia para a

determinagdo de qual a melhor concentracdo de O3 e qual a melhor etapa no processo de

desidratacao para aplicacdo de Os, para a obten¢do dos melhores resultados de inibicao de

bolores e leveduras e com menores alteragdes quimicas no queijo ralado.

3.2.3 Etapa 3: Conservacao do queijo ralado com uso de O3 e acido sérbico

Apos a conclusdo dos testes da etapa 1 e 2 foi seguido para a etapa 3, onde inicialmente

foram combinadas as concentragdes minimas de acido sorbico e injecdo de Oj; através das

formulacdes de queijo ralado, conforme seguem apresentadas nas Tabelas 5, 6, 7 e 8.

Tabela 5 - Formulagdes para producao de queijo Tipo Grana ralado

Experimento Tipo de Queijo Tratamento com O3 Concentracio Umidade média
Acido Sérbico

C1 (padrao) Queijo Tipo Grana ralado Sem tratamento 0,08% 13+£1%

C2 Queijo Tipo Grana ralado Com tratamento 0,05% 19+1%

C3 Queijo Tipo Grana ralado Com tratamento 0,08% 19+1%

C4 Queijo Tipo Grana ralado Sem tratamento 0,05% 19+1%

C5 Queijo Tipo Grana ralado Sem tratamento 0,08% 19+1%

Tratamento com Os: inje¢do de 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento por 3 minutos.

Tabela 6 - Formulagdes para producao de queijo Parmesao ralado

Experimento Tipo de Queijo Tratamento com O3 Concentracio Umidade média
Acido Sérbico

C6 (Padrao) Queijo Parmesao ralado Sem tratamento 0,08% 13£1%

Cc7 Queijo Parmesao ralado Com tratamento 0,05% 19+1%

C8 Queijo Parmesao ralado Com tratamento 0,08% 19+1%

C9 Queijo Parmesao ralado Sem tratamento 0,05% 19+1%

C10 Queijo Parmesdo ralado Sem tratamento 0,08% 19+1%

Tratamento com Os: injecdo de 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento por 3 minutos.

Tabela 7 - Formulagdo para produc¢do de queijo Tipo Grana ralado

Experimentos Tipo de Queijo Tratamento com O3  Concentracio Umidade média
Acido Sérbico

C11 (padriao)  Queijo Tipo Grana ralado Sem tratamento 0,08% 13£1%

C12 Queijo Tipo Grana ralado Com tratamento 0,08% I5+£1%

C13 Queijo Tipo Grana ralado Sem tratamento 0,08% 151 %

Tratamento com Os: inje¢do de 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento por 3 minutos.
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Tabela 8 - Formulagdo para produ¢do de queijo Parmesao ralado

Experimentos Tipo de Queijo Tratamento com O3  Concentraciio Umidade média
Acido Sérbico

C14 (Padrao)  Queijo Parmesdo ralado Sem tratamento 0,08% 13£1%

C15 Queijo Parmesdo ralado Com tratamento 0,08% 15+£1%

C16 Queijo Parmesdo ralado Sem tratamento 0,08% 15+£1%

Tratamento com Os: inje¢@o de 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento por 3 minutos.

Os queijos ralados foram ralados em raladores industriais com chapa de ralo de 1,5 mm.
Os queijos ralados foram transferidos através de tubulagdes a vacuo para o secador, local onde
ocorreu o processo de desidratagdo, adi¢ao do conservador acido sorbico e tratamento com Os.
Os queijos ralados foram desidratados a uma umidade média 19 % = 1 %. Apos o processo de
desidratacdo e tratamento com O3, as amostras de queijo ralado foram coletadas em triplicata
enviadas ao laboratorio da empresa Rasip.

O queijo ralado foi acondicionado em embalagens plasticas padrdo para queijo ralado,
seladas em maquina embaladora especifica. Os queijos ralados foram coletados em por¢des de
100 g. As porg¢des foram armazenadas em camara de estocagem propria para produtos lacteos
em uma temperatura de 20 °C £ 2 °C por um periodo de 150 dias. Os queijos ralados foram
analisados no tempo zero e também ao longo do tempo de prateleira. Foram realizadas andlises
de bolores e leveduras para avaliacao da estabilidade microbioldgica e também foram realizadas
analises de acido soérbico, gordura, umidade, atividade de agua e acidos graxos.

Também na etapa 3 foi realizada a andlise sensorial dos queijos ralados fabricados com
a nova tecnologia verificando a aceitabilidade e também os atributos ressaltados através da

metodologia CATA (Check All That Apply) ou marque tudo que se aplica.
3.3 DETERMINACOES ANALITICAS

Todas as analises foram realizadas em triplicata e apresentadas como média + desvio
padrdo. As metodologias que foram utilizadas para a realizagao dos ensaios do presente trabalho
estdo detalhadas abaixo.

3.3.1 Analise de bolores e leveduras

A analise de bolores e leveduras foi realizada a cada 30 dias de validade dos produtos,

até completar 150 dias. O método utilizado para analise de bolores e leveduras foi de acordo
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com a ISO 6611/2004, onde foram pesadas 25 g de amostra de queijo ralado e transferido para
erlenmeyer contendo 225 ml de solugdo peptonada 1 %, esterilizada. Apds, esta mistura foi
vigorosamente agitada, e transferido com micropipetador 0,1 ml para placa com meio de cultura
DRBC: Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol. Posteriormente as placas foram incubadas
a uma temperatura 25 °C + 2 °C por 5 dias. Apos este periodo as placas foram retiradas da

estufa para realizagao da contagem.

3.3.2 Analise do teor residual de acido sorbico

As analises do teor residual de acido sérbico foram realizadas através da metodologia
descrita na IN 68/2006, Anexo V (BRASIL, 2006), que trata dos métodos quantitativos
aplicados as analises de leites e produtos lacteos. Uma destilagdo por arraste de vapor ¢
realizada, na qual o acido sorbico oxida-se a aldeido mal6nico formando um composto de
condensacao de colora¢ao vermelha, resultante da reacao em meio acido de dois moles de acido
2-tiobarbitarico e um mol de aldeido maldnico. Esta coloracao, resultante da presenga do acido
¢ medida por espectrofotometro a 532 nm, comparando-se com a curva padrao previamente
estabelecida, para determinagdo do residual.

As analises do teor residual de acido sorbico somente foram realizadas no tempo zero

dos produtos, nas etapas 1 e 3.

3.3.3 Analise de gordura

Para realizacdo da andlise de gordura utilizou-se o método butirométrico de acordo com
a IN 68/2006 (BRASIL, 2006). Foram pesados exatamente 3 g de amostra, diretamente no copo
do butirémetro. O copo do butirdmetro foi acoplado a parte inferior, de forma que ficasse bem
vedado. Foi adicionado 5 mL de agua destilada a 60-70 °C. Apds adicionado 10 mL da solugao
de 4cido sulfurico e 1 mL de 4lcool isoamilico. Foi colocado a tampa no butirdmetro e mantido
em banho-maria a 65 °C, para auxiliar na dissolucao da amostra. Foi agitado até que se dissolva
toda a amostra. Quando a amostra se apresentou dissolvida, foi retirado a tampa superior do
butirometro e adicionado agua destilada até a Giltima marcacdo deste. A tampa do butirdmetro
foi recolocada e centrifugado por 10 minutos, a 1200 rpm.
O resultado da gordura ¢ dado diretamente na escala da vidraria, imediatamente apos

a retirada do butirometro da centrifuga em percentual de gordura.
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3.3.4 Analise de umidade

A andlise da umidade dos queijos ralados foi realizada através do método gravimétrico
de acordo com a IN 68/2006 (BRASIL, 2006). Foi realizada a pesagem de uma capsula de
porcelana, e anotado o peso no registro de controle de analise de umidade. A balanga foi tarada
com a capsula de porcelana, entdo foi realizada a pesagem de 5 g de queijo ralado. A amostra
foi levada para a estufa em temperatura de 90 a 110 °C por 3 horas. As cépsulas foram retiradas
da estufa com auxilio da pin¢a de aluminio, e transferidas para o dessecador até que ficassem
completamente resfriadas. Foi realizada a primeira pesagem, e as capsulas novamente
colocadas na estufa. O processo de pesagem repetiu-se duas vezes a cada 40 minutos, onde em
todas elas a capsula foi colocada no dessecador até que esfriasse, e as mesmas foram pesadas
em todas as repeticdes.

O resultado foi obtido através de um calculo, onde deve-se somar o valor da tara inicial
com o valor do peso do queijo inicial (5 gramas) e diminuir o valor da tara final, com este
resultado multiplica-se por 100 e divide-se pelo peso inicial do queijo novamente. Sendo assim

o resultado de umidade ¢ expresso em percentual.

3.3.5 Analise de atividade de agua

A andlise da atividade de dgua foi realizada com o equipamento modelo Labmaster AW
NEO, onde o principio de medi¢ao ocorre através de uma célula eletrolitica resistiva e sensor

infravermelho.

3.3.6 Analise de rancidez oxidativa

A andlise de rancidez oxidativa foi realizada de acordo com a metodologia citada na
Portaria I MAPA de 07 de outubro de 1981 (BRASIL 1981), na qual a reacdo do aldeido
epihidrilico (formado na rancifica¢do das gorduras) com a floroglucina em presenga de 4cido
cloridrico fornece um composto de condensagdo de coloragdao vermelha, indicando a presenga

de ranco na amostra, ou consequente auséncia caso ndo ocorra a coloragao.
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3.3.7 Analise de acidos graxos

A andlise de acidos graxos foi realizada nos queijos ralados logo apds a produgdo de

acordo com a metodologia detalhada abaixo.

3.3.7.1 Preparo dos Esteres Metilicos

Os 4cidos carboxilicos foram derivatizados a ésteres metilicos, por possuirem
volatilidade e estabilidade térmica adequadas para serem determinadas por cromatografia a gas.
Realizou-se a esterificagdo no Laboratorio de Cromatografia do Centro de Pesquisa em
Alimentos (CEPA), na cidade Passo Fundo, Rio Grande do Sul. A gordura extraida foi contida
em um algodao e transferida para um tubo de vidro com tampa. Adicionou-se 4 mL de solucao
metandlica de hidréxido de sédio 0,5 mol L', para solubilizar a gordura no meio. A seguir,
fechou-se o tubo e o conteudo foi aquecido em banho-maria em temperatura de ebuli¢cdo por 5
minutos até a total dissolu¢do dos globulos de gordura, o tubo foi retirado do banho-maria e
resfriado sob agua corrente. Entdo, 5 mL de solugdo esterificante foram adicionadas ao tubo, o
mesmo novamente fechado e aquecido em banho-maria por 5 min. A solucdo esterificante €
composta por cloreto de amdnio, metanol e acido sulfurico, sendo, o metanol o agente
esterificante e o acido sulfurico o reagente com fung¢ao de neutralizar a base para a esterificagao,
garantindo assim, que o processo ocorra. Apos este tempo, o tubo foi resfriado e nele
adicionados 4 mL de solucdo saturada de NaCl, com o objetivo de solvatar a agua e deixar a
fase organica mais disponivel, em seguida o tubo foi agitado vigorosamente por 30 segundos.
Ao final, adicionou-se ao tubo 5 mL de hexano. O tubo foi novamente agitado vigorosamente
e apOs a separagao das fases, a fase organica (sobrenadante), onde estdo contido os é€steres
metilicos, foi retirada. Foi injetado 1 uL de cada amostra no cromatografo a gas acoplado a

espectrometria de massas.

3.3.7.2 Andlise dos acidos graxos por cromatografia a gas

As analises cromatograficas foram realizadas no Laboratorio de Cromatografia do
CEPA, cidade Passo Fundo, Rio Grande do Sul. A identificacdo dos ésteres metilicos foi
realizada utilizando-se cromatografia a gas acoplada a um espectrometro de massas, marca
Shimadzu, modelo GCQT8030. Efetuou-se a separacdo cromatografica usando-se uma coluna

RTXWAX 25 m x 0,25 mm x 0,25 um, com a seguinte programacao de temperatura: 60 °C
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(por 2 min.), aumentando a temperatura em 10 °C/min. at¢ 200°C (0 min.) e em seguida, 5
°C/min. até 240 °C (5 min.). Utilizou-se uma razao de split de 1:50. O gas de arraste utilizado
foi o hélio ultrapuro, com vazao de 1,8 mL/min. A temperatura do injetor, da fonte ionizagdo e

da interface foi de 250 °C.

34  AVALIACAO SENSORIAL DOS QUEIJOS RALADOS PRODUZIDOS COM A
NOVA TECNOLOGIA

O projeto foi encaminhado ao comité de Etica da Universidade de Passo Fundo, namero
do parecer 2.642.625, antes da realizacao da analise sensorial, sendo aprovado pela Comissao
de avaliagao.

A aplicag¢do dos testes de analise sensorial foi realizada no Laboratério de Analise
Sensorial do Centro de Pesquisa em Alimentagcdo (CEPA) da Universidade de Passo Fundo.

Por se tratar de uma pesquisa com seres humanos, a andlise sensorial exigiu o termo de
consentimento livre e esclarecido, como apresentado no Apéndice A. Nao puderam fazer parte
desta pesquisa os participantes alérgicos ao leite. Para isso, utilizou-se uma ficha de avaliacao,
conforme apresentado no Apéndice B.

O levantamento dos termos descritivos foi realizado por um painel de 15 avaliadores
previamente selecionados, utilizando o método rede ou Kelly’s Repertory Grid Method
segundo Moskowitz (1983). Foram utilizadas as amostras de queijo ralado controle e queijo
ralado tratado com O3z para representar a variacdo entre as amostras a serem analisadas
posteriormente, devido a diferencas quanto as caracteristicas sensoriais.

As amostras foram apresentadas em pares aos avaliadores. Solicitou-se para que
descrevessem as similaridades e diferencas percebidas entre as amostras com relagao a
aparéncia e cor, aroma, sabor e textura. Apds o levantamento dos termos descritivos pelo
método de rede e de acordo com o consenso da equipe, foi elaborada uma lista de termos que
melhor caracterizava as amostras. A lista com os termos foi utilizada para a aplicagdo da
metodologia CATA (Check All That Apply) ou marque tudo que se aplica.

Os consumidores, totalizando 50, receberam as amostras das 5 formulagdes de queijo
ralado (queijo Tipo Grana ralado: amostra controle com 13 % de umidade, amostra tratada com
O3 com 15 % de umidade e amostra sem tratamento com O3 com 15 % de umidade; queijo
Parmesao ralado: amostra controle com 13 % de umidade, amostra tratada com Oz com 15 %
de umidade e amostra sem tratamento com O3 com 15 % de umidade), de forma monéadica,

aleatorizadas e codificadas, utilizando luz branca, e uma ficha (Apéndice C) para avaliar os 2
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testes propostos, sendo, aceitabilidade e CATA. Entre cada amostra, foi disponibilizada dgua
para os participantes realizarem a limpeza da cavidade oral.

A lista com os atributos sensoriais foi utilizada para os consumidores selecionarem o
que caracterizava a amostra, de forma facil e rapida (ARES et al., 2014).

A aceitabilidade ¢ um teste afetivo que expressa o quanto o consumidor gostou ou
desgostou da amostra. O teste foi aplicado utilizando uma escala hedonica, balanceada com o
mesmo numero de categorias positivas e negativas. A consideragdo de aceitabilidade da amostra
foi com indice de aceitabilidade igual ou superior a 70 % (DUTCOSKY, 1996).

O indice de aceitabilidade foi calculado utilizando a Equagao 1.

IA (%) = A x 100
%) B 3)

Em que:
A =nota média obtida para o produto;
B = nota maxima dada ao produto.

3.4.1 Tratamento dos dados

Os resultados obtidos neste estudo foram avaliados ao longo do tempo de
armazenamento. Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas através do teste de Tukey com intervalo de confianca de 95 %.

O indice de aceitabilidade foi calculado para todos os atributos avaliados. A analise dos
dados obtidas com a metodologia CATA foi realizada através de andlise estatistica multivariada

(Analise de Componentes Principais) utilizando o Programa Statistica 7.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DAS MATERIAS-PRIMAS

Os queijos Tipo Grana e Parmesao foram caracterizados conforme mostram as Tabelas

9e10.

Tabela 9 - Resultados fisico-quimicos das matérias-primas

Parametro Queijo Tipo Grana Queijo Parmesao
Gordura (g/100 g) 30+ 1 33+1
Umidade (g/100 g) 31+1 32+1
Atividade de agua 0,913 +£0,022 0,930+ 0,021
pH 54+0,1 54+0,1
Gordura do extrato seco (g/100 g) 43+1 48 £ 1

Resultados de média + desvio padrao

Tabela 10 - Composigao e quantificacdo de acidos graxos presentes no queijo Tipo Grana e
Queijo Parmesao

Acidos graxos saturados Quantidade % (g/100 gordura)
Simbologia Nomenclatura Queijo Tipo Grana Queijo Parmesio

C12:0 Acido laurico 0,29 + 0,41 0,70 + 0,25
C14:0 Acido miristico 5,27+0,33 7,27+0,27
C16:0 Acido palmitico 33,91 + 0,24 36,24 + 1,09
C18:0 Acido estearico 17,74+ 0,49 16,44 + 1,09
Total de acidos graxos saturados 57,21 + 0,37 60,65 + 0,67

Acidos graxos insaturados Quantidade % (g/100 gordura)
C16:1 Acido palmitoléico 1,12 +£0,08 1,46 £ 0,48
C18:1 Acido oléico 37,13 +0,23 33,72+ 1,62
C18:1 TRANS Acido elaidico 1,17 +0,02 0,54 +£0,18
C18:2 Acido linoleico 3,37 +£0,09 3,64+0,17
Total de acidos graxos insaturados 42,79 £ 0,10 39,35 +£ 0,61

Resultados de média + desvio padrao

Analisando os resultados fisico-quimicos das matérias primas, pode-se observar que o
queijo Parmesao possui um teor de umidade e gordura mais elevados do que para o queijo Tipo

Grana e que consecutivamente a gordura no extrato seco também ¢ maior.
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Pode ser observado na Tabela 6 que a composicao e quantificacao de acidos graxos no
queijo Tipo Grana e no queijo Parmesao diferem, sendo o somatorio de acidos graxos saturados
superior para o queijo Parmesdo com 60,65 % e 57,21 % no queijo Tipo Grana e diferentemente
em relagdo aos acidos graxos insaturados, onde temos o somatdrio dos acidos graxos superior
para o Queijo Tipo Grana com 42,79 % e 39,35 % para o queijo Parmesao.

Isto pode ser explicado devido as diferengas produtivas e de maturagao que cada tipo de
queijo possui. O queijo Tipo Grana ¢ produzido com leite de altissima qualidade tanto em
requisitos microbiologicos quanto fisico-quimicos, com contagens totais muito baixas e
requisitos de gordura e proteinas rigorosamente controlados quando comparado ao leite
utilizado para produgdo do queijo Parmesao. Na produgao do queijo Tipo Grana o leite utilizado
¢ cru e semidesnatado, ndo passando pelo processo de pasteurizagdo como ocorre para o queijo
Parmesao, por isso a exigéncia ¢ que o leite tenha uma altissima qualidade, j& que ndo ocorre
nenhum tipo de tratamento térmico posterior.

O leite utilizado na produgao de queijo Parmesao possui um teor de gordura inicial mais
elevado do que o teor de gordura do leite utilizado para a produgdo do queijo Tipo Grana, ja
que o leite para a producdo do queijo Parmesdo passa pelo processo de pasteurizagdo, e neste
caso o teor de gordura mais elevado ndo acarretard em defeitos internos como poderia ocorrer
no queijo Tipo Grana e claro, no queijo Parmesdo o teor de gordura mais elevado também
fornece um melhor sabor ao produto final. Isto justifica também o teor de gorduras saturadas
ser mais elevado no queijo Parmesao.

Outro fator que os diferencia € o tamanho das pegas de queijos, onde as de queijo Tipo
Grana pesam em média 35 kg e as de queijo Parmesdo pesam em média 7 kg. Além da diferenca
entre o tamanho dos queijos, o tempo de matura¢do também difere. De acordo com a Portaria
n° 353/1997 (BRASIL, 1997) que aprova o Regulamento Técnico de identidade e qualidade de
queijos, tém-se que os queijos devem ser maturados pelo tempo necessario para a obtengao das
suas caracteristicas especificas, ou seja, um tempo de maturacdo minimo de 6 meses para
queijos com peso de 4 a 10 kg, que € o caso do queijo Parmesdo e uma maturagdo minima de
12 meses para os queijos com peso superior a 20 kg, que € o caso do queijo Tipo Grana.

No geral, quanto maior o tempo de maturacao, mais firme o queijo ficara e mais intenso
fica o seu aroma e sabor. No processo de maturacao ocorrem diversas reagdes quimicas, dentre
elas a lipolise, que € a quebra dos lipideos os quais conferem o sabor e aroma finais do queijo.
O tempo de maturagdo leva a modificagdo dos acidos graxos presentes nos queijos, em funcao

do processo fermentativo natural em culturas lacticas distintas presentes em cada tipo de queijo.



73

Para Thierry et al. (2017) a lipdlise e o catabolismo de acidos graxos sdo processos
chave da maturacgdo, que geram compostos de sabor considerados importantes para maioria das
variedades de queijos curados. Mesmo em queijos com baixos niveis de lipolise, os acidos
graxos livres sdo geralmente percebidos e podem ser responsaveis pelo equilibrio de sabor
esperado ou por sabores que caracterizam defeitos no queijo, dependendo da concentragdo de
acidos graxos e a variedade do queijo. Apesar da importancia da lipolise, seus mecanismos tém
sido menos estudados do que os da protedlise, e requerem trabalhos adicionais para caracterizar
as enzimas envolvidas e principais fatores que influenciam sua atividade.

De acordo com Malacarne et al. (2009) a lipolise da gordura do leite no queijo em
maturacao produz acidos graxos que contribuem diretamente para o sabor do queijo, acidos
graxos especificos transmitem notas de sabor, ou indiretamente como precursores para a
formagao de outros compostos de sabor. No caso dos queijos duros, os acidos graxos livres sao

contribuintes significativos para o sabor.

42 ETAPA 1: AVALIACAO DO EFEITO DO ACIDO SORBICO SOBRE A
CONSERVACAO DO QUEIJO RALADO

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados de teor residual de acido sérbico nos

queijos ralados, com analise realizada no tempo zero nos 10 experimentos.

Tabela 11 - Andlise da concentragdo de acido sorbico residual em queijos ralados

Concentracao Concentracao residual Concentrac¢ao residual
adicionada de acido Experimento de acido sérbico (%) em Experimento de acido sérbico (%) em
sorbico (%) queijo Tipo Grana ralado queijo Parmesio ralado
0 Al 0 A6 0

0,05 A2 0,01 + 0,00 A7 0,02 + 0,00

0,10 A3 0,05+0,01 A8 0,05+0,01

0,15 A4 0,10£0,01 A9 0,09 £0,01

0,20 AS 0,15+0,02 Al10 0,16 + 0,02

Resultados de média + desvio padrao

Observa-se que em todos os experimentos a quantidade residual de acido sérbico foi
inferior a adicionada em fun¢do da decomposicao do acido sorbico. De acordo com a Portaria
n° 357 de 1997 (BRASIL, 1997) ¢ permitida a adicdo do conservador acido sorbico em
formulagdes de queijos ralados a uma concentragdo maxima de 0,1 %, portanto esta questdo

também deve ser levada em consideracdo no momento da formulagdo dos queijos ralados.
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As andlises fisico-quimicas de umidade, gordura e atividade de agua seguem
apresentadas na Tabela 12. Pode-se perceber que o padrao de umidade trabalho na etapa 1 foi

de 19 % £ 1 % e percentual de gordura de acordo com cada tipo de queijo.

Tabela 12 - Analises fisico-quimicas dos queijos ralados

Experimentos Umidade (%) Gordura (%) Aw
Al 19,22 +£0,032 34,00 + 0,922 0,793 £+ 0,000b°
A2 19,75 £ 0,062 33,99 +£0,54* 0,794 +0,020°¢
A3 18,92 + 0,082 34,05 +0,43¢2 0,790 + 0,000?
A4 19,54 + 0,042 34,21 +£0,892 0,765 £0,0104
A5 19,32 £0,05° 34,99 + 0,542 0,791 +0,035%
A6 19,27 £ 0,052 35,70 £ 0,56? 0,808 £0,010f
A7 19,26 +0,06* 35,64 +0,45° 0,791 £0,081%
A8 19,33 £ 0,042 35,30 £ 0,89% 0,791 £ 0,066?
A9 19,78 £ 0,022 35,33+£0,61° 0,790 £0,012*
A10 19,45 +0,07° 36,00 + 0,322 0,803 +0,099¢

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Quanto a avaliagdo da estabilidade microbiologica dos queijos ralados frente as
diferentes concentragdes do conservador acido sorbico, pode-se observar nas Figuras 10 e 11

os resultados obtidos nas andlises ao longo da vida de prateleira dos queijos ralados.

Figura 10 - Avaliacdo da estabilidade microbiologica do queijo Tipo Grana ralado
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Figura 11 - Avaliacdo da estabilidade microbiologica do queijo Parmesao ralado
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Analisando os queijos Tipo Grana e Parmesao ralados deste estudo, desidratados a uma
umidade final média de 19 %, frente a aplicacdo do conservador acido sorbico em diversas
concentragdes, pode-se observar que ndo ¢ possivel atingir uma estabilidade microbioldgica
dentro dos padrdes legais.

No regulamento técnico de identidade e qualidade de queijos ralados Portaria n°® 357 de
1997 (BRASIL, 1997) tém-se que o padrao maximo de adi¢cdo do conservador acido sérbico
em formulacdes de queijo ralado ¢ de 0,1 % e o padrdo maximo para bolores e leveduras ¢ de
5.000 UFC/g. De acordo com as andlises realizadas nesta etapa 1 somente foi possivel obter
uma estabilidade microbioldgica do queijo ralado com umidade média de 19 % com o teor de
acido sorbico acima de 0,15 %, e ainda assim apresentando um crescimento de bolores e
leveduras muito proximo ao limite maximo aceitavel.

Isto ocorre pois, quando se trabalha com uma atividade de dgua superior a 0,70 as
chances de deterioracdo do produto em um curto periodo de tempo sdo muito grandes, que foi
0 que ocorreu com os 10 experimentos (A). Com a gordura, umidade e atividade de agua
trabalhadas nestes experimentos nao foi possivel garantir uma estabilidade microbioldgica com
a adicao do conservador dentro dos padrdes que a legislagao estabelece para queijos ralados.

De acordo com os resultados apresentados na etapa 1, onde foi possivel obter uma
estabilidade microbiologica somente com 0,15 %, optou-se em trabalhar na Etapa 3 com as

concentracgdes de acido sorbico de 0,05 % e 0,08 % as quais sdo concentragdes que atendem a
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legislacao de formulagdes para queijos ralados, sendo que na etapa 3 o acido sorbico serd aliado

ao O3

43 ETAPA 2: AVALIACAO DO EFEITO DO OZONIO SOBRE A
CONSERVACAO DO QUEIJO RALADO.

Em cada experimento foram realizadas analises de gordura, umidade, atividade de agua
e rancidez oxidativa no tempo zero, os quais apresentaram os resultados em média na Tabela 9
e 10. Pode-se observar que foi trabalhado com o queijo ralado a uma umidade média de 19 %
+ 1 %, sendo esta considerada a umidade ideal para a industria produtora de queijo ralado
desidratado, ja que a Portarian® 357 de 1997 (BRASIL, 1997) fixa o limite méximo de umidade
para queijos ralados desidratados em até 20 %, e a uma umidade de 19 %, ¢ possivel manter um
queijo ralado mais macio e saboroso, e também sem tantas perdas financeiras com o processo
de desidratagao.

Pode-se observar na Tabela 12 que ao realizar a desidratacdo do queijo ralado a gordura
aumenta em torno de 3 % para ambos os queijos ralados, isto ocorre porque ao realizar a

desidratagdo do queijo ralado a gordura se concentra.

Tabela 13 - Analises fisico-quimicas para queijo Parmesao ralado e queijo Tipo Grana ralado

Analise Antes da desidratacao Apos a desidratacio
Queijo Parmesao Queijo Tipo Queijo Parmesao Queijo Tipo
ralado Grana Ralado ralado Grana Ralado
Gordura (g/100 g) 33,02 £0,84° 29,28 £ 0,332 36,00 £ 1,194 32,99 + 0,53
Umidade (g/100 g) 31,71 £1,58° 30,98 + 1,23 19,27 + 0,83? 19,25 +£0,48*
AW 0,891 +0,0104 0,882 +0,010° 0,795+ 0,011° 0,793 + 0,004

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).;

Em relacdo a alteragdo quimica nos queijos ralados, foram realizadas as analises de
rancidez oxidativa no tempo zero, as quais apresentaram resultado negativo para todas as
analises, conforme pode ser observado na Tabela 14. A andlise de rancidez oxidativa foi
realizada nos queijos ralados antes do processo de desidratacdo e apos a desidratagdo com
adi¢do de O3, representando assim que a inje¢do do O3z na etapa de desidratacdo e resfriamento

do queijo ralado ndo provocou oxidagao nos lipideos ali presentes.
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Tabela 14 - Andlise de Rancidez Oxidativa em queijos ralados apds o tratamento com O3

Experimento Etapa de aplicagido Producio de O3 Rancidez Rancidez
do processo de (mg de O3 / kg de queijo  Oxidativa Queijo Oxidativa Queijo
desidratacio desidratado) Tipo Grana ralado  Parmesio ralado
B1 0 negativo negativo
B2 9 negativo negativo
B3 10 mlnutgs durante 23 negativo negativo
aquecimento
B4 31 negativo negativo
B5 38 negativo negativo
B6 0 negativo negativo
B7 3 negativo negativo
B8 3 minutos finais 7 negativo negativo
durante . .
B9 resfriamento 9 negativo negativo
B10 11 negativo negativo

Os resultados dos testes microbioldgicos realizados na etapa 2 para os queijos Tipo

Grana e Parmesao ralados analisados no tempo zero, seguem apresentados nas Figuras 12, 13,

15 e 15. Pode-se observar que a contaminagao inicial do queijo Parmesao ralado foi em média

superior a contaminagdo do queijo Tipo Grana ralado, mas mesmo assim puderam ser

observados niveis de reducao de bolores e leveduras de até 99 % para ambos os queijos.

Figura 12 - Avaliacdo microbiologica de queijo Parmesdo ralado antes e apos tratamento com

Bolores e leveduras UFC/g

100000

10000

1000

100

10

O3 na etapa da desidratagdo (10 minutos durante o aquecimento)

-98% -99%
-94%
-60% -~ /‘ /‘ 82%
0 9 23 31 38

Injecdo de O3 (mg / kg de queijo desidratado)

B Antes do tratamento M Apds tratamento



78

Figura 13 - Avaliagdao microbiologica de queijo Parmesao ralado antes e apds tratamento com
O3 na etapa de resfriamento (3 minutos finais durante resfriamento)
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Figura 14 - Avaliacdo microbiologica de queijo Tipo Grana ralado antes e ap6s tratamento
com O3 na etapa da desidratagdo (10 minutos durante aquecimento)
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Figura 15 - Avaliagdo microbioldgica de queijo Tipo Grana ralado antes e apos tratamento

com O3 na etapa de resfriamento (3 minutos finais durante resfriamento)
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Observando as amostras com 0 mg O3/ kg de queijo ralado a qual representa os queijos
ralados desidratados sem a adi¢do do Oj; percebe-se que somente a etapa de desidrata¢do do
queijo ralado ja foi responsavel pela reducdo de 60 % a 80 % dos bolores e leveduras presentes
no queijo ralado, j& que a desidratacdo do queijo ralado reduz a umidade e atividade de 4gua do
produto e expde os microrganismos a uma temperatura de 65 °C por um periodo aproximado
de 20 minutos.

Os testes de inje¢ao de O3 foram realizados em duas etapas diferentes da desidratacao
dos queijos ralados. No primeiro caso o O3 foi adicionado durante os 10 minutos iniciais do
processo de desidratagdo dos queijos ralados e no segundo caso o O3 foi adicionado nos 3
minutos finais do processo de desidratagcdo, onde ocorre o resfriamento do queijo ralado, nao
havendo assim a interferéncia do calor no processo de injecdo de O3, e assim sendo possivel
um comparativo se o calor de 65 °C no processo de desidratagdo interfere na eficiéncia do Os.

A uma injecao de 7 mg O3/ kg de queijo desidratado, ja pode ser percebida uma reducao
de 96 % dos bolores e leveduras. A redu¢do maxima de bolores ¢ leveduras deu-se a uma
aplicagdo de 31 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de desidratacdo, durante 10 minutos,

a qual foi de 99 % para o queijo Parmesdo ralado e 97 % para o queijo Tipo Grana ralado e
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também a uma aplicagdo de 9 mg O3/ kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento, durante
3 minutos, a qual foi de 98 % para o queijo Parmesao ralado e para o queijo Tipo Grana Ralado.

Pode-se observar que os resultados de reducao de bolores e leveduras a uma exposi¢ao
de 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento foi mais eficiente, onde a
quantidade de O3 por kg de queijo foi menor e o tempo também, somente 3 minutos, sendo que
a 31 mg O3/ kg de queijo desidratado o produto ficou exposto por 10 minutos e obteve o
resultado muito similar e a 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de desidratagdo o
percentual foi menor, 94 % para o queijo Parmesdo ralado e 91 % para o queijo Tipo Grana
ralado.

Os resultados apresentados a uma injecao de O3 a 11 mg O3/ kg de queijo desidratado
e 38 mg O3 / kg de queijo desidratado ficaram com uma redugdo de bolores e leveduras abaixo
do que para as inje¢des 31 mg O3z / kg de queijo desidratado; 23 mg Os; / kg de queijo
desidratado; 7 mg O3/ kg de queijo desidratado e 9 mg O3 / kg de queijo desidratado, isto se deu
provavelmente porque tivemos neste caso uma menor produgdo de O3 do que o informado pelo
equipamento (11 mg O3 / kg de queijo e 38 mg O3 / kg de queijo).

De acordo com outros autores, Wickramanayake (1991), Serra et al. (2003), Lanita e
Silva (2008), Pinto el al. (2007), Alexopoulos et al. (2017), que avaliaram em suas pesquisas a
reducdo de bolores e leveduras com a aplicacdo do O3, se os fatores de tempo e concentracao
de O3 estiverem configurados corretamente, a ozonizacao pode ser uma abordagem promissora
salvaguardando a producdao de produtos alimenticios, onde em suas pesquisas houveram
grandes reducgdes de contagens de bolores e leveduras, conforme esta pesquisa apresentou
também.

Quando o produto completou 30 dias de validade foi realizada a analise de bolores e
leveduras, porém os resultados para os dois tipos de queijos e em todas as concentracdes
testadas foram muito elevados e na analise dos queijos j& percebeu-se a presencga de mofo visual.
Sendo assim, a andlise da estabilidade microbioldgica desta etapa encerrou-se nos 30 dias de
estocagem do produto visto que ndo houve estabilidade microbioldgica ao longo do tempo de
prateleira.

Ao finalizar a etapa 2, t€ém-se que ao analisar somente o tempo zero, a 23 mg O3 / kg de
queijo desidratado e 7 mg O3 / kg de queijo desidratado, j& ¢ possivel obter uma grande redugao
de bolores e leveduras, tanto na etapa de desidratagdo do queijo ralado, onde houve uma
exposicao durante 10 minutos, quanto na etapa de resfriamento, onde houve uma exposi¢ao

durante 3 minutos. Se levado em consideragdo o tempo de exposicao, a etapa de resfriamento



81

apresentou os melhores resultados, sendo que a 7 mg O3 / kg de queijo desidratado por 3
minutos ocorreu uma redu¢do minima de 96 % em ambos os queijos ralados.

Ou seja, a adigdo do O3 na etapa de desidratacdao do queijo ralado ¢ influenciada pelo
calor de 65 °C pois, as moléculas de O3 podem sofrer uma degradacdo a esta temperatura e
voltar a sua forma de oxigénio, conforme outros autores mencionam no caso do Oz em meio
aquoso, quanto maior a temperatura, maior a degradagao do Os. Outro fator € que a etapa de
desidratacdo do queijo ralado ¢ responsavel por uma reducdo média de 70 % dos bolores e
leveduras presentes nos queijos ralados sem a a¢do do acido sérbico ou Os.

Embora tenha-se observado uma redugdo de bolores e leveduras de até 99 % no tempo
zero, quando observamos o produto armazenado em teste de prateleira o crescimento de bolores
e leveduras foi exponencial, ndo havendo nenhuma estabilidade microbioldgica com o passar
do tempo. Com isso ¢ possivel dizer que o O3 age momentaneamente na redug¢@o dos bolores e
leveduras, mas que, para manter a estabilidade microbiolégica dos queijos ralados ao longo da
vida de prateleira € necessario um outro agente antimicrobiano na formulagdo, neste caso o
acido sorbico, que € o conservador permitido em queijo ralados.

Com o experimento de exposi¢ao do queijo ralado ao O3 em um menor tempo as chances
de alteragdes quimicas reduzem também, ja que as exposi¢des a grandes fatores de oxidagdo
sdo reduzidas. Para dar sequéncia na etapa 3 a concentragdo de 0zonio escolhida foi 9 mg O3 /

kg de queijo desidratado na etapa do resfriamento durante 3 minutos.

44 ETAPA 3: CONSERVACAO DO QUEIJO RALADO COM O USO DE Os E
ACIDO SORBICO

4.4.1 Analises fisico-quimicas

Apds a producdo dos experimentos de queijos ralados com as formulagdes
determinadas, foram realizadas analises de umidade, gordura, atividade de 4gua e teor residual
de 4cido sorbico conforme podem ser observadas na tabela 15.

As amostras de queijo ralado padriao apresentaram umidade de aproximadamente 13 %
e as demais em média de 19 %. O resultado da anélise de gordura variou de acordo com o tipo
de queijo e o resultado final de umidade. A atividade de dgua variou de 0,692 a 0,824 de acordo

com a amostra analisada. Para a analise do teor residual de acido sérbico, novamente nota-se
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um residual inferior ao adicionado na formulacao, isto ocorre devido a decomposi¢ao deste

acido no processo e também devido a perdas de processo (residual que fica nos equipamentos).

Tabela 15 - Andlises fisico-quimicas queijos ralados

Experimento = Umidade (%) Gordura (%) Aw Teor residual de

acido sorbico (%)
C1 13,47 +0,02¢ 36,2+ 0,76% 0,692 + 0,030¢ 0,05+0,01?
C2 18,06 + 0,09¢ 33,7+0,57 0,771 + 0,000" 0,02 + 0,00°
C3 18,77+ 0,01° 33,24+0,29¢ 0,744 £ 0,012¢ 0,05 +0,022
C4 18,80 + 0,06° 33,9+ 0,60¢ 0,730 +0,012f 0,03+0,01°
Cs 18,78 +0,09? 33,5+ 0,30° 0,720 + 0,000¢ 0,06 +0,01?
Co 13,22 £0,03¢ 38,1+0,55¢ 0,701 +£0,011¢ 0,05 +0,022
Cc7 19,99 + 0,09¢ 36,4 +0,60° 0,824 + 0,000° 0,02 £ 0,02°
C8 19,76 £ 0,08f 36,2 + 0,30 0,810 £ 0,000? 0,06 0,022
c9 19,58 £0,01° 36,0 £0,222 0,821 + 0,000° 0,02 +£0,01°
C10 19,51 £0,01° 35,9+£0,432 0,803 + 0,000? 0,05+0,012

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).;
C1 — Queijo Tipo Grana ralado padrao com 0,08 % de acido sorbico ¢ 13 % de umidade; C2 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,05 % de acido
sorbico com tratamento de O; e 19 % de umidade; C3 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08 % de acido sorbico com tratamento de O3 e 19 %
de umidade; C4 - Queijo Tipo Grana ralado com 0,05 % de 4cido sorbico sem tratamento de Oz com 19 % de umidade; C5 - Queijo Tipo Grana
ralado com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento de O; com 19 % de umidade; C6 — Queijo Parmesao ralado padrao com 0,08 % de acido
sorbico e 13 % de umidade; C7 — Queijo Parmeséo ralado com 0,05 % de acido sorbico com tratamento de O e 19 % de umidade; C8 — Queijo
Parmesao ralado com 0,08 % de acido sorbico com tratamento de Ose 19 % de umidade; C9 - Queijo Parmesao ralado com 0,05 % de acido
sorbico sem tratamento de O3 e 19 % de umidade; C10 - Queijo Parmesdo ralado com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento de Oz e 19 %

de umidade.

4.4.2 Analise de estabilidade microbiologica

As analises de bolores e leveduras podem ser observadas nas Tabelas 16 e 17. Ao longo
do tempo de prateleira, foram realizadas analises de bolores e leveduras dos experimentos para
avaliacdo da estabilidade microbioldgica. Porém, o teste de prateleira foi encerrado aos 90 dias
para os experimentos C1 a C5 e aos 30 dias para os experimentos C6 a C10 devido ao elevado
crescimento de bolores e leveduras, sendo que estes crescimentos puderam ser notados
visualmente.

Para o queijo Tipo Grana ralado pdde ser observada uma estabilidade microbioldgica
até o tempo 60 dias, ja no tempo 90 dias houve um elevado crescimento de bolores e leveduras

inclusive podendo ser verificada a presenca de bolores visualmente no queijo ralado. O teste de
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prateleira para este produto encerrou-se nos 90 dias devido ao produto estar apresentando sinais

visuais de deterioragdo e sendo assim inviavel a continuidade dos testes.

Tabela 16 - Analise de bolores e leveduras queijo Tipo Grana ralado

Experimento Contagem de bolores e leveduras (UFC/g)

od 30d 60d 90d
C1 1,0x10> 1,0x10" 1,0x 10" 1,0x 10
C2 1,0x10> 1,0x10*> 1,0x10' 1,0x10°
C3 1,0x10* 1,0x 10" 1,0x 10" 1,0x10°
C4 50x 10> 3,0x10° 1,0x10" 1,0x 108
Cs 2,0x10> 1,0x10" 1,0x10' 1,0x10°

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).;
C1 — Queijo Tipo Grana ralado padrdo com 0,08 % de acido sérbico e 13 % de umidade; C2 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,05 % de acido
sorbico com tratamento de O; e 19 % de umidade; C3 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08 % de acido sorbico com tratamento de O3 ¢ 19 %
de umidade; C4 - Queijo Tipo Grana ralado com 0,05 % de 4cido sorbico sem tratamento de O3 com 19 % de umidade; C5 - Queijo Tipo Grana

ralado com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento de O3 com 19 % de umidade.

Tabela 17 - Andlise de bolores e leveduras queijo Parmesao ralado

Experimento Contagem de bolores e leveduras (UFC/g)

0d 30d
Ceé 2,3x 10° 1,0 x 10!
Cc7 1,7 x 10 1,0 x 10*
C8 1,0 x 10 1,0 x 10*
Cc9 1,0 x 10° 4,0 x 10°
C10 1,0 x 10° 1,0x 10°

C6 — Queijo Parmesao ralado padrdo com 0,08 % de acido sorbico e 13 % de umidade; C7 — Queijo Parmesao ralado com 0,05 % de acido
sorbico com tratamento de O3 e 19 % de umidade; C8 — Queijo Parmesao ralado com 0,08 % de acido sorbico com tratamento de Ose 19 % de
umidade; C9 - Queijo Parmesao ralado com 0,05 % de acido sorbico sem tratamento de Os e 19 % de umidade; C10 - Queijo Parmesao ralado

com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento de Oz e 19 % de umidade.

Para o queijo Parmesao ralado no primeiro teste de prateleira aos 30 dias ja pdde ser
observado um elevado crescimento de bolores e leveduras e podendo ser verificada a presenga
de bolores visualmente no queijo ralado. O teste de prateleira para este produto encerrou-se nos
30 dias devido ao produto estar apresentando sinais de deterioracdo e sendo assim inviavel a

continuidade dos testes.
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Esperava-se que com a combinagdo do acido sorbico e O3 fosse possivel trabalhar com
os queijos ralados a uma umidade média de 19 % = 1 % sem o crescimento de bolores e
leveduras ao longo da vida de prateleira e ainda sendo possivel trabalhar com o conservador
acido sorbico em concentracdes dentro da legislagdo e reduzidas, porém conforme os dados
observados nas Tabelas 14 e 15 os resultados nao foram satisfatorios devido ao rapido e elevado
crescimento de bolores e leveduras.

Mesmo com a atuagdo do O3 agindo consideravelmente na redug¢do dos bolores e
leveduras no tempo zero, o conservador acido sorbico nas concentragdes de 0,05 % e 0,08 %
nao foi suficiente para manter uma estabilidade microbiologica dos queijos ralados no decorrer
do tempo de 150 dias prateleira, o qual ¢ a validade estipulada para este tipo de produto. Isto
ocorreu devido a elevada atividade de agua do produto, sendo préxima a 0,8 a qual favoreceu
o crescimento de algumas cepas de bolores e leveduras que resistiram a agdo do O3, e decorrido
o tempo de adaptagdo dos microrganismos as contagens foram muito elevadas, e ja
apresentando sinais visuais de deterioragao.

Como estes experimentos ndo apresentaram resultados satisfatorios, repetiram-se os

experimentos com novas formulagoes.

4.4.3 Analises fisico-quimicas

Apos a produgdo dos novos experimentos de queijos ralados com as formulagdes

determinadas, foram realizadas andlises de umidade, gordura e atividade de dgua, conforme

podem ser observadas na tabela 18.

Tabela 18 - Analise fisico-quimica queijos ralados

Formulacdo Umidade (%) Gordura (%) Aw Teor residual de

acido sorbico (%)
C11 13,20+ 0,01° 37,9+034° 0,681 +0,010° 0,06 0,012
C12 15,12 + 0,09° 36,2+0,10¢ 0,702 = 0,000¢ 0,06 0,012
C13 15,00+ 0,01° 36,4+0,34¢ 0,712 +0,010° 0,05+0,01?
C14 13,10 £ 0,022 355+0,87° 0,691 +0,010° 0,06 £0,01?
C15 16,56 = 0,06° 34,1+£0,27* 0,720+ 0,010° 0,05+0,01?
C16 16,21 £ 0,05¢ 34,6 £0,39* 0,720 £ 0,000 0,06 0,012

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrdo com 13 % de umidade; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade + tratamento com
O3; C13 — Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade sem tratamento com Os. C14 — queijo Parmesao ralado Padrao com 13 % de
umidade; C15 — Queijo Parmesao ralado com 15 % de umidade + tratamento com O3; C16 — Queijo Parmesao ralado com 15 % de umidade
sem tratamento com Os.
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Pode-se observar que os experimentos de queijo ralado padrio mantiveram a

umidade em média de 13 % e os demais experimentos a uma umidade mais proxima de

15 %, que foi a umidade reduzida dos experimentos anteriores. A atividade de agua ficou

proxima a 0,7.

4.4.4 Analise de estabilidade microbiologica

Ao longo do tempo de prateleira, que sao 150 dias, foram realizadas analises de bolores

e leveduras dos novos experimentos para avaliagdo da estabilidade microbiologica. As analises

de bolores e leveduras podem ser observadas nas Figuras 16 e 17.

Contagem de bolores e leveduras

Contagem de bolores e leveduras

(UFC/g)

(UFC/g)

Figura 16 - Andlise de bolores e leveduras queijo Tipo Grana Ralado
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E possivel perceber o surgimento de uma estabilidade microbiologica em todas as
formulagdes. Nas formulagdes C11 e C14 temos o queijo ralado padrdo com umidade baixa,
com média de 13 % £ 1 % fator este que auxiliou na estabilidade microbiologica, ja que a
atividade de dgua também ¢ reduzida e sendo assim mantendo o queijo ralado em condi¢des
favorédveis por um periodo de tempo mais longo.

Nas formulagdes C12 e C15 temos a umidade das amostras em médiade 15 % £ 1 % e
aadi¢do do 0zdnio, e foi percebida um crescimento de bolores e leveduras muito baixo e estavel,
sendo assim satisfatorio. Nas formulagdes C13 e C16 onde também temos a umidade em torno
de 15 % £ 1 %, porém nao ocorreu a adi¢do do 0zonio, também foi possivel perceber um baixo
crescimento microbiologico, porém ainda se destacando positivamente as formulagdes C12 e
C15 com a adi¢ao do ozodnio.

Todas as formulagdes atenderam os requisitos de bolores e leveduras estabelecidos na
RDC 357/1997 - Regulamento para fixacdo de identidade e qualidade de queijo ralado
(BRASIL, 1997).

4.4.5 Analises de composicio de acidos graxos

Para uma avaliacdo mais precisa dos danos que o O3z possa ter causado na estrutura
quimica dos queijos ralados, foi realizada a analise da composi¢cdo dos 4cidos graxos dos
experimentos comparando os experimentos que sofreram tratamento com Oz dos que nao
sofreram tratamento com ozonio. Os resultados seguem apresentados nas Tabelas 19 e 20 para

acidos graxos saturados e insaturados.

Tabela 19 - Analise de 4cidos graxos saturados (%)

Acidos graxos saturados Quantidade de acidos graxos (%) nos experimentos
Simbologia  Nomenclatura C11 C12 C13 C14 C15 C16
C12:0 Acido laurico 0,61+0,032 0,54+0,02*  0,75+0,032 0,71+0,08° 0,68+0,072 0,66+0,022

C14:0 Acido miristico  2,86+0,07®  2,63+0,05*  3,67+0,02° 3,104£0,07°  2,91x0,17®®  4,00+0,05¢
C16:0 Acido palmitico  12,77£0,05>  12,20+0,05*  14,09+0,03¢  13,22+0,38>  12,16+0,02* 14,660,029
C18:0 Acido estearico 5,97+0,012 5,85+0,04%  5,73+0,05% 5,53+0,18%  53440,15% 5,9140,042

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). C11
— queijo Tipo Grana Ralado Padrdo com 13 % de umidade; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade + tratamento com O3; C13 —
Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade sem tratamento com O3, C14 — queijo Parmesao ralado Padrao com 13 % de umidade; C15 —
Queijo Parmesao ralado com 15 % de umidade + tratamento com Os; C16 — Queijo Parmesao ralado com 15 % de umidade sem tratamento com
Os.
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Tabela 20 - Andlise de 4cidos graxos insaturados (%)

Acidos graxos insaturados Quantidade de acidos graxos (%) nos experimentos
Simbologia Nomenclatura C11 C12 C13 C14 C15 C16
C16:1 Acido palmitoléico  0,52+0,02®  0,50+0,03" 0,68+0,02°¢ 0,46+£0,05*  0,53+0,08%"  0,65+0,05
C18:1 Acido oléico 13,63+0,07¢  13,07+0,08®  12,63+0,03*  11,17+0,54*  11,10+0,11°>  12,57+0,07°
C18:1 TRANS Acido elaidico 0,11+0,05* 0,10+0,02? 0,14+0,06% 0,1240,08* 0,10+0,03% 0,05£0,012
C18:2 Acido linoleico 1,40+£0,06®  1,27+0,05%  1,33+0,01% 1,13+0,09¢ 1,25+0,04%  1,4440,03%

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). C11 — queijo
Tipo Grana Ralado Padrdo com 13 % de umidade; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade + tratamento com Os; C13 — Queijo Tipo Grana
ralado com 15 % de umidade sem tratamento com O3, C14 — queijo Parmesao ralado Padrao com 13 % de umidade; C15 — Queijo Parmesdo ralado com 15

% de umidade + tratamento com Oj;; C16 — Queijo Parmesao ralado com 15 % de umidade sem tratamento com Os.

Pode-se observar que houve uma leve diminui¢do dos acidos graxos saturados nos
queijos ralados tratados com O3, havendo pequenas diferencas significativas entre os
experimentos tratados com O3 quando comparados aos que nao receberam tratamento com O3,
a maior diferenca foi em relagdo ao acido palmitico, onde estatisticamente pode-se observar
uma diferenca significativa.

Para a composicao de acido laurico, &cido miristico e &cido estedrico os queijos ralados
padrao quando comparados com os queijos ralados que receberam tratamento com O3z nao
apresentaram diferencas significativas. Quando comparado um tipo de queijo com o outro,
apresentaram diferencas significativas para o acido miristico e estearico.

Os queijos ralados tratados com O3 apresentaram diferengas significativas para a
composi¢ao de acido palmitico quando comparado aos experimentos sem tratamento com Os.
Se comparado um tipo de queijo com o outro, nao apresentaram diferencas significativas para
0 acido palmitico.

Analisando a Tabela 20 onde tem-se os resultados da composi¢do de acidos graxos
insaturados dos experimentos, pode-se observar que na maioria dos casos houve redugdo dos
acidos graxos, porém sem diferengas significativas quando comparados os queijos ralados
padrao com os experimentos tratados com O3z. Quando comparado um tipo de queijo com o
outro somente houve diferenca significativa para o 4cido oléico.

A analise da composicao de acidos graxos foi fundamental para concluir que os danos
causados pela acdo do O3 sdo minimos, ja que houveram pequenas diferencas significativas
entre os experimentos tratados com O3 em relagcdo aos que nao receberam tratamento com O3,
exceto para o acido graxo saturado palmitico que houve uma diferenca significativa.

Como este estudo utilizou como matéria prima os queijos maturados Tipo Grana e
Parmesao, deve ser levado em consideragdo que, além da a¢cdo do O3 sobre os acidos graxos,

durante o processo de maturagdo ocorre a lipolise das gorduras com formacao de acidos graxos
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de baixo peso molecular. Tais reagdes ocorrem por acdo dos microrganismos presentes e/ou
através de enzimas adicionadas especificamente para esse fim. Os principais acidos formados
sdo butirico, caprdico, caprilico, caprico e laurico; sua proporg¢ado relativa varia de acordo com
o agente lipolitico utilizado o qual, por sua vez, ¢ escolhido de acordo com o queijo. Embora a
maturacdo esteja longe de ser um processo completamente entendido, ja se sabe que a glicolise
¢ efetuada integralmente pela microbiota lactica iniciadora, enquanto que a lipolise e a
proteodlise requerem a participacdo também da microbiota secundaria para se completarem
(PERRY, K, 2004).

No estudo de Malacarne et al. (2009) o teor de acidos graxos livres aumentou
continuamente ao longo de 24 meses de maturacdo do queijo Parmigiano Reggiano. A
comparacdo das partes das pecas de queijo mostrou uma distribui¢do ndo foi uniforme para o
processo lipolitico. As porc¢des periféricas da forma de queijo foram caracterizadas por um
maior teor de acidos graxos livres do que a regido interna. Isso foi consistente com o
"centripeto" tendéncia do processo bioquimico responsavel pelo amadurecimento de Queijo
Tipo Grana. Os processos enzimaticos responsaveis para a hidrdlise de triglicerideos mostrou
uma especificidade para acidos graxos de cadeia curta, que proporcionalmente (em relacdo ao
soma dos acidos graxos individuais) aumentou durante a maturagao.

Para McCarthy et al. (2017) as concentragdes de acidos graxos livres aumentaram
gradualmente em queijos gordurosos, reduzidos em gordura e meio gordos durante a maturacao,

até certo ponto dependente dos niveis de gordura e sal.

4.4.6 Analise sensorial

A andlise sensorial ¢ uma boa forma de avaliar a qualidade dos queijos ralados. A analise
sensorial foi realizada para as formulagdes C11, C12, C13, C14, C15 e C16, visto que nas
primeiras formulac¢des (C1 a C10) ndo foi possivel obter uma estabilidade microbiologica e nao

sendo vidvel a sequéncia da andlise sensorial.

4.4.6.1 Analise de aceitabilidade

Na Tabela 21 estdo apresentados os valores médios para cada atributo das amostras de

queijos ralados utilizados para avaliar a aceitabilidade do consumidor.
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Tabela 21 - Médias dos atributos utilizados para avaliar a aceitabilidade do consumidor para
os queijos ralados

Experimentos C11 C12 C13 C14 C15 C16
Cor 8,06+ 1,11*  786+127% 8,02+1,10* 7,87+1,12° 7,80+1,18 7,72+1,02%
Textura 7,56+0,99%  7.68+1,06° 736+122% 7,18+1,14* 738+1,09% 7,38+1,25°
Aparéncia 7,78+ 1,11 7,82+1,03*  7,38+089" 7,74+1,10° 7.60+1,16* 7,40+ 1,06

Odor/Aroma 716+ 1,60°  7,51+134%  732+1,50*° 7,36+138" 6,84+1,58 7364132
Sabor 708+ 1,60  745+144° 6,71£1,61%° 631£2,03* 6,57+1,95® 6,70+ 1,46

Impressdo Global  735+133% 751+137* 7,12+122% 7,18+145* 690+1,66° 7,08+ 1,40°

Resultados de média + desvio padrao; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). C11 —
queijo Tipo Grana Ralado Padrao com 13 % de umidade; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade + tratamento com Os; C13 — Queijo
Tipo Grana ralado com 15 % de umidade sem tratamento com Os, C14 — queijo Parmesdo ralado Padrdo com 13 % de umidade; C15 — Queijo
Parmesao ralado com 15 % de umidade + tratamento com Os; C16 — Queijo Parmesdo ralado com 15 % de umidade sem tratamento com Os.

Analisando a avaliacdo da aceitabilidade dos queijos ralados, pode-se perceber que para
todos os atributos, exceto sabor, nao houveram diferencas significativas entre os experimentos.

Pode-se observar que para os experimentos de queijo Tipo Grana ralado e para o queijo
Parmesao ralado o atributo da cor da amostra foi o melhor pontuado, seguido da aparéncia e 0 menos

pontuado foi o sabor.

Figura 18 - Indice de aceitabilidade (%)
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C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrdo com 13 % de umidade; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade + tratamento com Os; C13
— Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade sem tratamento com Os, C14 — queijo Parmesao ralado Padrao com 13 % de umidade; C15 —
Queijo Parmesao ralado com 15 % de umidade + tratamento com O3; C16 — Queijo Parmeséo ralado com 15 % de umidade sem tratamento com Os.

4.4.6.2 Analise CATA

De acordo com a Figura 18, nota-se que a amostra mais aceita foi a de queijo Tipo Grana
ralado tratado com O3 com 85 % de aceitabilidade, seguido das amostras padrao de queijo Tipo

Grana ralado com 83 % e queijo Parmesao ralado com 81 % de aceitabilidade, sendo que o uso do
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O3 além de reduzir a populagdo microbiana nao provocou diminui¢ao na aceitabilidade dos queijos
ralados.

O indice de aceitabilidade com boa repercussdo tem sido considerado > 70 %
(DUTCOSKY, 1996). Considerando o presente trabalho, todos os experimentos ficaram com
indice de aceitabilidade acima de 80 %.

A utilizagdo da metodologia CATA ¢ uma boa ferramenta para coletar informagoes
sobre a percep¢ao dos consumidores em relagdo as caracteristicas sensoriais dos produtos, isso
pode contribuir para as melhorias no desenvolvimento do produto (BRUZZONE et al.,2015).

O questiondrio CATA tem como finalidade reunir as informag¢des dos produtos em

relagdo a percepcao das caracteristicas sensoriais do consumidor. A analise dos componentes
principais do método CATA, representado na Figura 19 mostra que a variabilidade das amostras

pdde ser explicada 68,16 % por dois componentes principais.

Figura 19 - Projecdo dos atributos sensoriais para as amostras de queijo ralado a partir da

analise CATA.
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RA: residual amargo; CAP: cor amarelo palha; S: solto; FM: fiapos médios; A: adesividade; PP: presenca de pontos verdes; TS: textura seca;
SM: sabor de mofo; CU: cor uniforme; D: duro; R: rango; P: picante; AA: aroma adocicado; TM: textura macia; G: gorduroso; AR: ardido;

AC: aroma de creme de leite, SA: sabor adocicado.
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C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrdao com 13 % de umidade; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade + tratamento com Os; C13

— Queijo Tipo Grana ralado com 15 % de umidade sem tratamento com Os, C14 — queijo Parmesao ralado Padrao com 13 % de umidade; C15 —
Queijo Parmesao ralado com 15 % de umidade + tratamento com O3; C16 — Queijo Parmesao ralado com 15 % de umidade sem tratamento com Os.

O componente 1 se caracterizou mais acentuadamente pelos os atributos aroma de creme
de leite, residual amargo, textura seca e solto enquanto que o componente 2 ficou mais marcado
pelos atributos textura macia, cor amarelo palha, duro e picante.

O queijo Tipo Grana ralado padrao (C11) e o queijo Tipo Grana ralado tratado com O3
(C12) foram mais bem representados pelos atributos textura seca, solto, cor uniforme, fiapos
médios, sabor adocicado e aroma adocicado. Ja o queijo Tipo Grana ralado sem tratamento com
O3 (C13) foi representado pelos atributos picante, duro e cor amarelo palha.

Enquanto que para o queijo Parmesao ralado padrao (C14) e para o queijo Parmesao
ralado tratado com O3 (C15), os atributos que mais se destacaram foram ardido, presenga de
pontos verdes, ranco, gorduroso e aroma de creme de leite. E para o queijo Parmesdo ralado
sem tratamento com O3 (C16) os atributos que mais se acentuaram foi o residual amargo.

O queijo Tipo Grana ralado padrao (C11) apresenta atributos sensoriais semelhantes aos
do queijo Tipo Grana ralado tratado com O3 a 15 % de umidade (C12) por estarem no mesmo
quadrante como pode ser observado na Figura 19. Ja o queijo Tipo Grana sem tratamento com
O3 a 15 % de umidade (C13) apresentou atributos diferentes dos demais por ter ficado situado
em outro quadrante.

O queijo Parmesao ralado com e sem tratamento com O3 com umidade de 15 % ficaram
no mesmo quadrante e assim havendo relagdo, ja o queijo Parmesdo padrdao ficou em outro
quadrante, nao se relacionando com os outros dois e se acentuando o atributo de residual

amargo.
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Os atributos que apareceram com maior frequéncia nas quatro formula¢des de queijos
ralados foram: Cor amarelo palha, solto, fiapos médios, textura seca, cor uniforme e duro. O
queijo Parmesao ralado padrdo foi mais vezes citado com textura rugosa, residual amargo e
duro do que para o Queijo Tipo Grana ralado Padrao e com adicdo de O3,

Um fator positivo foi que as amostras com adi¢do de O3 apresentaram menor pontuacao
para o item textura seca do que as amostras padrdo, ou seja, mesmo com a umidade média de
15 % £ 1 % ja € possivel sentir uma textura melhor do que a amostra padrao que possui umidade
médiade 13 % = 1 %.

No atributo ran¢o, o qual ¢ muito importante para esta pesquisa, onde podemos
comparar as amostras com tratamento de O3 e sem tratamento com O3, percebe-se que as
amostras foram pouco pontuadas neste atributo, sendo a formula¢ao mais pontuada a de queijo
Parmesao ralado com adi¢do de O3 e a amostra menos pontuada foi a de queijo Tipo Grana
ralado com tratamento de O3, a analise sensorial coincide com os resultados obtidos na analise
realizada para composic¢ao de acidos graxos, onde foi constatado diferenca significativa entre
amostras, porém diferengas pequenas.

Quando se observa a analise sensorial frente a analise da composi¢do de acidos graxos,
pode-se perceber que 0 0zonio oxidou uma fracao muito pequena dos acidos graxos que compoe
a estrutura quimica dos queijos ralados, porém a composicao de acidos graxos quando olhada
estatisticamente apresentou pequenas diferencas significativas entre as amostras analisadas
(p>0,05). Analisando estudos de outros autores sobre a aplicacao de O3 e seus efeitos sobre os
acidos graxos dos alimentos, andlise sensorial e rancidez oxidativa, encontram-se diversos
resultados e conclusdes, positivos e negativos.

Roberto et al. (2016) estudaram o efeito do O3 sobre a composi¢ao dos acidos graxos do
produto amendoim, no que se refere a qualidade dos graos ozonizados, € nao foi detectada
variacao significativa para o percentual de acidos graxos e indice de perdxidos (p>0,05).

De acordo com o estudo dos autores Kim et al. (2003), o 0zonio teve um efeito negativo
na qualidade sensorial de alguns produtos como graos, especiarias e leite em pd, devido a
oxidacdo de lipidios. Porém, outros investigadores demonstraram que o tratamento com 0zénio
melhorou a qualidade sensorial em carne de boi e de ovos e ndo alterou significativamente a
qualidade sensorial de algumas frutas e legumes. Lanita e Silva (2008) ndo constataram o
surgimento de processos adicionais de rancidez oxidativa em queijo parmesao submetido a agao
do ozo6nio durante a maturacdo. O poder de oxidacdo do O3 pode provocar descoloragdo e
odores indesejaveis em alguns alimentos, ou componentes nutricionais como vitaminas,

aminoacidos e acidos graxos essenciais podem ser alterados pela oxidacao (KIM et al., 2003).
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Compostos volateis relacionados a oxidagdo lipidica, como heptanal e hexanal, foram
observados em concentracdo crescente na farinha ap6s tratamento com ozonio (OBADI et al.,
2018). A solugdo de gés ozdnio e ozoénio tem sido aplicada para modificar as funcionalidades
de varios produtos de graos, incluindo proteina, amido e farinha. Os tratamentos com
intensidade excessiva tendem a oxidar os componentes quimicos, eliminando em grande parte
as micotoxinas e fungos relacionados. O tratamento introduz grupos carbonilo e carboxilo no
amido, cria dissulfeto de ligacdes em proteinas, oxida os lipidios, diminui os teores de
polifendis e inativar as enzimas enddgenas (ZHU, 2018).

Apesar desses obstaculos técnicos, 0 0zonio tem se mostrado eficaz na descontaminagao
de varios alimentos. Os beneficios do 0zonio, em muitos casos, superam as desvantagens e suas
aplicagdes em alimentos devem aumentar em popularidade nos proximos anos (CHAWLA et
al., 2012).

Comparando-se os resultados obtidos nesta pesquisa (onde somente foi realizado
tratamento com O3) com outros métodos existentes, tais como: radiofrequéncia, micro-ondas,
radiagdo ultravioleta, irradiacdo, processamento a altas pressoes, luz pulsada, entre outros, tem-
se que cada método possui seus pontos positivos e negativos, e todos os métodos existentes
causam reducgdes de populacdes microbianas nos alimentos. Todos estes métodos sao
promessas para o futuro da seguranca alimentar, o que depende muito € o valor a ser investido
nestes equipamentos, legislacao ainda pouco existente ou ndo existente e a realizacdo de testes
no alimento que se pretende trabalhar (KHAN et al., 2017).

No estudo de Thierry et al. (2017) ¢ relatado que a relagao entre gordura e sabor dos
produtos lacteos ¢ complexo. Primeiro que a gordura € um “reservatério” de sabores, porque a
maioria dos sabores compostos sdo mais soluveis em gordura do que em agua. A interface entre
as varias fases da matriz dos queijos fornece um local onde podem ocorrer diversas reacoes de
formacao de sabor. Em segundo lugar, a propor¢ao e estrutura de gordura pode afetar a reologia
do produto, e assim sua dispersdo na boca. Como resultado a dispersdo de compostos de sabor
e a percepcao do sabor pode ser modificado. Em terceiro lugar, gordura, e especialmente
triglicerideos, sdo precursores de compostos de sabor, tais como acidos graxos livres, ésteres,
tioésteres, metil cetonas, alcoois secundarios e lactonas, que sdo comumente produzidos

durante a maturagdo do queijo.
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5 CONCLUSOES

De acordo com este estudo para atingir a estabilidade microbioldgica de queijo Tipo
Grana ralado e de queijo Parmesdo ralado a uma umidade final média de 19 % + 1 % e atividade
de dgua superior a 0,8, apos desidratacdo, € necessdria uma concentragdo de conservador acido
sorbico acima de 0,15 % na formulag@o dos queijos ralados, ultrapassando os limites maximos
estabelecidos pela Portaria n° 357 de 1997 (BRASIL, 1997) onde ¢ permitida a adi¢do do
conservador acido sorbico em formulagdes de queijos ralados a uma concentragdo maxima de
0,1 %.

Com a aplicacao de Oz em queijo ralado na etapa de desidratacdo, as contagens de
bolores e leveduras foram reduzidas em até 99 % quando analisadas no tempo zero. Porém,
para a conservacao do produto queijo ralado ao longo da vida de prateleira, somente a agdao do
O3 nao foi suficiente para garantir uma estabilidade microbiologica, para tanto € necessario
adicionar um outro agente conservador, no caso o conservador quimico permitido em queijos
ralados, o acido sorbico.

Ao produzir o queijo ralado com tratamento de O3 e conservador 4cido sorbico, s6 foi
possivel atingir uma estabilidade microbiologica ao longo da vida de prateleira quando a
umidade foi reduzida para 15 % + 1 % e a atividade de dgua ficou proxima de 0,7, acima deste
percentual médio de umidade houve rapido crescimento de bolores e leveduras.

Avaliando o impacto da a¢dao do Os sobre os queijos ralados, as amostras apresentaram
resultados negativos para rancidez oxidativa porém, foram detectadas diferencas minimas para
a composicao de acidos graxos e atributos sensoriais. Sensorialmente os produtos tratados com
O3 ficaram muito parecidos com o produto padrao, onde se ressaltaram os atributos cor amarelo
palha, solto, fiapos médios, textura seca, cor uniforme e duro. Percebeu-se diferenca
significativa para as analises de acidos graxos e analise sensorial quando se comparou um queijo
com o outro.

Diante disso, este estudo mostrou elevada aceitabilidade tanto para os queijos ralados
padrao quanto para os experimentos tradados com O3, onde a amostra mais aceita foi a de queijo
Tipo Grana ralado com tratamento de Os. Ainda existem muitas oportunidades de pesquisa para
uma melhor utiliza¢ao do gas 0zénio como um aliado para o processamento de alimentos. Para
a sequencia deste estudo, o produto queijo ralado ainda pode ser tratado com concentragdes de
O3 mais elevadas, com tempos de exposi¢cao maiores € também o tratamento pode ocorrer em

outras etapas do processo de produgao do queijo ralado.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Vocé estd sendo convidado(a) a participar da pesquisa sobre “Aplicacdo de 0zonio em
queijo ralado para reducio do conservante quimico”, de responsabilidade da pesquisadora
Cristine Maso Jeusti Bof.

Esta pesquisa justifica-se em atender a demanda por alimentos mais saudaveis e a
necessidade da industria em explorar as diferentes tecnologias para a producao e conservagao
de produtos. O objetivo desta pesquisa ¢ desenvolver um processo alternativo utilizando oz6énio
para a conservacao de queijo ralado buscando a reducao da adi¢do do conservador quimico no
produto.

A sua participagao na pesquisa serd em 2 encontros, junto ao laboratdrio de analise sensorial
do CEPA, na Universidade de Passo Fundo, com duragdo aproximada de 30 minutos para cada
julgador. Vocé ndo terd custos para realizacao da analise, assim como ndo receberd pagamento
pela sua participagao.

Se for identificado algum  sinal de desconforto psicoléogico da sua participagdo
na pesquisa, a pesquisadora compromete-se em orientd-lo e encaminhé-lo para os profissionais
especializados na area de enfermagem.

Ao participar desta pesquisa os riscos aos participantes sdo minimos, ja que o produto sera
fabricado a partir de matérias-primas de grau alimenticio e o 0zonio que serd acrescentado na
etapa de desidratacdo do queijo ralado, por se tratar de um gés inerte, até a embalagem primaria
do queijo ralado, este gas retorna a sua forma de oxigénio. Caso possua intolerancia, alergia ou
qualquer outra reacdo adversa a qualquer um dos ingredientes voc€ nao podera participar da
pesquisa.

Vocé terd os seguintes beneficios: ter a oportunidade de degustar um produto saboroso e
contribuir para a pesquisa de desenvolvimento de produtos mais saudaveis. Vocé tera a
garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer duvida relacionada a pesquisa e podera
ter acesso aos seus dados em qualquer etapa do estudo.

Sua participagdo nessa pesquisa ndo ¢ obrigatériae vocé pode desistir a qualquer
momento, retirando seu consentimento. Os dados relacionados a sua identificacdo ndo serdo
divulgados. Os resultados da pesquisa serdo divulgados, mas vocé terd a garantia do sigilo e da
confidencialidade dos dados.

Caso vocé tenha duvidas sobre o comportamento dos pesquisadores ou sobre as mudangas

ocorridas na pesquisa que ndo constam no TCLE, e caso se considera prejudicado na sua
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dignidade e autonomia, vocé pode entrar em contato com a pesquisadora Cristine Maso Jeusti
Bof, telefone 54-99996-3494 ou com o curso Engenharia de Alimentos, ou também pode
consultar o Comité de Etica em Pesquisa da UPF, pelo telefone (54) 3316-8157, no horério das
08h as 12h e das 13h30min as 17h30min, de segunda a sexta-feira.

Dessa forma, se vocé concorda em participar da pesquisa como consta nas
explicacdes e orientagdes acima, coloque se nome no local indicado abaixo. Desde ja,
agradecemos a sua colaboragdo e solicitamos a sua assinatura de autorizag¢ao neste termo,
que sera também assinado pelo pesquisador responsavel em duas vias, sendo que uma ficara

com vocé e outra com o (a) pesquisador (a).

Passo Fundo, 03 de Dezembro de 2018.

Nome do (a) participante:

Assinatura:

Nome do (a) pesquisador (a): Cristine Maso Jeusti Bof

Assinatura:




APENDICE B - Ficha de Cadastro para realizaciio de analise sensorial

Nome:

NO

Data: _ /  /

1) Faixa etaria
() menos de 18 anos
() 18a25anos
( )25a30anos
( )31 a40anos
()41 a50anos

() mais de 50 anos

2) Sexo:
() Feminino

() Masculino

3) Vocé tem alguma alergia ou intolerdancia alimentar das
indicadas abaixo, que restrinja o consumo?
( )Ovo

() frutos do mar
() leite

() glaten

() trigo

( )outra

4) Vocé gosta de consumir queijo ralado?

( )Sim ( )Nio

() Queijo Parmesao

6)Se vocé costuma consumir queijo
ralado, qual o tipo prefere?

() Queijo Tipo Grana Padano

5) Indique a sua frequéncia de consumo de queijo ralado:
( ) diariamente

( )1 vez por semana

()2 vezes por semana

() mais que duas vezes por semana

() ocasionalmente (menos
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APENDICE C - Ficha de aceitabilidade e CATA para anilise sensorial

Avaliacao Sensorial de QUEIJO RALADO

Nome:

Numero da amostra:

Por favor, prove a amostra de QUEIJO RALADO e use a escala abaixo para

indicar o quanto vocé gostou ou desgostou do produto.

9 — Gostel muitissimo

8 — Gosteil muito

7 — Gostei moderadamente

6 — Gostei ligeiramente

5 — Néo gostei/nem desgostei
4 — Desgostei ligeiramente

3 — Desgostei moderadamente
2 — Desgoste1 muito

1 — Desgostel muitissimo

Data: /

Cor

Textura:

Aparéncia
Odor/aroma

Sabor

I
[
[
i

Impressao global:

Cheque tudo que se aplica ao produto

Vocé esta recebendo uma amostra de QUEIJO RALADO. Por favor, observe, aspire e

prove. Em seguida, marque com um X todas as op¢des que vocé considera adequadas para

descrever o produto:

Textura rugosa

Duro

Residual amargo

Ranco

Cor amarelo palha

Picante

Solto

Aroma adocicado

Fiapos médios

Textura macia

Cor ndo uniforme

Cor amarelo queimado

Adesividade

Acido

Presenca de pontos verdes

Gorduroso

Textura seca

Ardido

Sabor de mofo

Sabor adocicado

Cor uniforme

Aroma de creme de leite
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APENDICE D — ARTIGO CIENTIFICO

Conservacao de queijo ralado através da aplicacao de o0zonio durante a

etapa de desidratacio

RESUMO

Grande parte dos queijos ralados encontrados no mercado apresentam-se secos, salgados,
acidos, com pouco sabor e baixo teor de gordura. Estes fatores que prejudicam a qualidade
sensorial do produto por outro lado ajudam a inibir o desenvolvimento de bolores e leveduras
ao longo da vida de prateleira. A a¢ao do 0zonio sobre bolores e leveduras ¢ bastante efetiva,
pois eles sdo facilmente atingidos em um menor periodo de tempo do que as bactérias, portanto
a utilizacdo do Ozodnio no processamento de alimentos pode ser uma alternativa para as
industrias. Este estudo teve como objetivo desenvolver um processo utilizando ozonio para a
conservagao de queijo Tipo Grana ralado e queijo Parmesao ralado buscando a reducao da
adi¢do do conservador quimico no produto. Foi realizada a conservagdo dos queijos ralados
com uso do ozodnio e do 4cido sorbico e ainda foram realizados testes sensoriais afetivos e
descritivos. O ozonio foi aplicado nos queijos ralados em concentracdes variadas, durante o
processo de desidratagdo, para determinacao da concentragdo minima que tenha apresentado os
melhores resultados para reducdo de bolores e leveduras onde foi possivel constatar uma
redugdo de até 99 % de bolores e leveduras no queijo ralado. O queijo ralado foi produzido
com a combinagdo do conservador acido sérbico e Ozonio. Para avaliagdo dos efeitos do
Ozo6nio sobre os experimentos, os produtos foram submetidos a analise de composi¢do de
acidos graxos, rancidez oxidativa e também a analise sensorial com testes afetivos e descritivos.
Quando analisada a composicdo de acidos graxos e andlise sensorial, foram encontradas
diferengas significativas entre as amostras padrdo e as amostras tratadas com Ozdénio, embora
estas diferencas tenham sido pequenas. Constatou-se que a agdo do Ozonio sobre os queijos
ralados causou danos minimos ao produto, tanto quimicos quanto sensoriais.

Palavras-chave: 0z6nio, queijo ralado, bolores e leveduras, CATA.

ABSTRACT

Most of the grated cheeses found on the market are dry, salty, acidic, with little taste and low
in fat. These factors that impair the sensory quality of the product on the other hand help to
inhibit the development of molds and yeasts over the shelf life. The action of ozone on molds
and yeasts is quite effective as they are easily achieved in a shorter period of time than bacteria,
so using ozone in food processing may be an alternative for industries. This study had as
objective to develop a process using ozone for the conservation of grated Grana type cheese
and grated Parmesan cheese, seeking to reduce the addition of the chemical preservative in the
product. The grated cheeses were conserved using ozone and sorbic acid and affective and
descriptive sensorial tests were carried out. During the dehydration process, ozone was applied
to the grated cheeses to determine the minimum concentration that presented the best results
for the reduction of molds and yeasts where it was possible to observe a reduction of up to 99%
of molds and yeasts in the cheese grated. The grated cheese was produced with the combination
of the conservative sorbic acid and Ozone. To evaluate the effects of ozone on the experiments,
the products were submitted to analysis of fatty acid composition, oxidative rancidity and also
the sensorial analysis with affective and descriptive tests. When analyzing the composition of



114

fatty acids and sensorial analysis, significant differences were found between the standard
samples and the samples treated with Ozone, although these differences were small. It was
found that the action of ozone on grated cheeses caused minimal damage to the product, both
chemical and sensory.

Key words: ozone, grated cheese, molds and yeasts, CATA.

1 INTRODUCAO

O queijo ¢ um alimento muito antigo, € ndo ha qualquer evidéncia conclusiva indicando
onde a producdo de queijo teve origem. Dentre os diversos formatos que os queijos podem ser
apresentados, um deles ¢ ralado. O queijo ralado ¢ um produto com muitas superficies de
contato sendo assim um produto vulneravel a contamina¢do por microrganismos deteriorantes,
tais como bolores e leveduras.

O crescimento de bolores e leveduras em queijo ralado ¢ um problema, pois além de
serem contaminantes microbioldgicos, alguns tipos de bolores produzem toxinas as quais sao
nocivas para a saude, sendo assim um risco para o consumidor. Eles representam prejuizos para
a industria alimenticia, acarretando em devolugdes e descarte de produtos, reclamagdes,
penalizagdes, insatisfagdao dos clientes em relacdao ao produto e marca.

Grande parte dos queijos ralados encontrados no mercado apresentam-se secos,
salgados, dcidos e com baixo teor de gordura. Estes fatores que prejudicam a qualidade sensorial
do produto por outro lado inibem o desenvolvimento de bolores e leveduras ao longo da vida
de prateleira. Outro fator que inibe o crescimento de bolores e leveduras é o conservador
quimico acido sérbico o qual pode ser utilizado em concentragdo maxima de 0,1 % (BRASIL,
1997).

O 0z6nio ¢ um gas que vem sendo amplamente utilizado na industria alimenticia, a fim
de sanitizar equipamentos e utensilios e ainda diretamente sobre alimentos. O tratamento
utilizando 0zo6nio estd entre as tecnologias emergentes de grande potencial para a industria
alimentar. Apds a sua declaracdo como “Geralmente Reconhecido como Seguro” (GRAS) as
promessas do tratamento de alimentos com o0zonio tornam-se ainda mais visiveis nos ultimos
anos. A utiliza¢do do tratamento com ozdnio em alimentos ¢ em grande parte atribuida as
propriedades fisico-quimicas da molécula de ozonio, tais como seu poder oxidativo.

Deve ainda ser ressaltado, que para queijos ralados poucos estudos sobre novas
tecnologias de conservacao foram publicados em periddicos cientificos. Sdo encontrados

apenas estudos que verificaram produtos fora dos parametros estabelecidos pela legislacao
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vigente e, também, imprdprios para o consumo devido a contaminagdes de origem microbiana
ou quimica.

A fim de atender a demanda por alimentos saudaveis e a necessidade da industria em
explorar as diferentes tecnologias para a produgdo e conservacao deste tipo de alimento sdo
necessarios maiores estudos, tais como o emprego do 0zdnio para conservagdo e melhoria da
vida de prateleira do queijo ralado e consequente reduc¢ao do conservador quimico.

Neste contexto, o presente projeto enquadra-se na linha de pesquisa de processos
biotecnoldgicos e ndo convencionais na produgdo de alimentos e ingredientes, desenvolvimento
de produtos e processos para a industria de alimentos do Programa de Pos-Graduagdao em
Ciéncia e Tecnologia de alimentos. O presente estudo visou melhorar a qualidade
microbioldgica e sensorial do produto queijo ralado. Este projeto ¢ de grande interesse para as
industrias produtoras de queijo ralado por ser uma grande inovagado tecnologica para este tipo
de produto.

Este estudo teve como objetivo desenvolver um processo utilizando a aplicacao do
0zOnio para a conservagdo de queijo ralado. Como objetivos especificos: avaliar a conservacdo
dos queijos ralados e danos quimicos frente a aplicagdo de 0zdnio e adicdo do conservador
quimico acido sdrbico; avaliar o efeito da aplicacdo de 0zOnio sobre as caracteristicas sensoriais

do produto.

2 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento pratico deste trabalho a empresa Rasip Alimentos LTDA,
Unidade Léactea cedeu os seus equipamentos, matérias-primas e laboratérios. A Rasip
Alimentos LTDA esta localizada na cidade de Vacaria, Rio Grande do Sul, Brasil.

O queijo ralado foi obtido em duas variedades:
a) Queijo Tipo Grana Ralado: formulacdo 100% queijo Tipo Grana produzido na propria
empresa.
b) Queijo Parmesiao Ralado: formulagdo 75% queijo Parmesao e 25% de queijo Tipo Grana

ambos produzidos na propria empresa.

2.1 Adi¢ao do O3 em queijos ralados
O equipamento que foi utilizado para os testes ¢ um gerador de O3 modelo IDP 20, da
marca O3R. O abastecimento de ar ao equipamento ocorre através de compressores, 0s quais

geram ar mais puro e com baixo teor de umidade.
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Foram realizados testes de adi¢do de O3 no ar que entra no secador em duas etapas
diferentes no processo de desidratagdo: 1°) nos primeiros 10 minutos de aquecimento do queijo
ralado; 2°) nos trés minutos finais de resfriamento (nesta etapa o O3 ndo entra em contato com
o calor gerado na desidratagdo).

As quantidades de O3 que foram escolhidas para serem aplicadas nos testes seguem
detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade de O3 aplicado nos queijos durante a o processo de desidratagdo

Experimento Etapa de aplicacido Producao de O3
do processo de (mg de O3 / kg de
desidratacio queijo desidratado)
B1 0
B2 9
B3 10 mmutgs durante 23
aquecimento
B4 31
BS 38
B6 0
B7 3
B8 3 minutos finais 7
B9 durante resfriamento 9
B10 11

A matéria-prima passou pelo processo de ralagem e ap6s esta etapa foi coletada uma
amostra de queijo ralado em triplicata, para avaliacdo do queijo ralado antes do processo de
adicao de ozonio e desidratagdo. Apos o processo de desidratacdo e tratamento com Ogs, as
amostras de queijo ralado foram novamente coletadas em triplicata enviadas ao laboratorio da
empresa Rasip.

Em todas as amostras coletadas nesta etapa foram realizadas andlises de bolores e
leveduras nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 e 150 dias e analises fisico-quimicas: gordura, umidade,

rancidez oxidativa e atividade de agua.

2.2 Conservacao do queijo ralado com uso de O3 e acido sérbico
A matéria-prima foi ralada e apds foi enviada para a desidratagdo, onde ocorreu a adi¢ao

do conservador acido sorbico e tratamento com O3 conforme determinado em cada formulagao.
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Os queijos ralados foram coletados em porcdes de 100 g. As por¢des foram armazenadas
em camara de estocagem propria para produtos lacteos em uma temperatura de 20 °C + 2 °C
por um periodo de 150 dias. O queijo ralado foi acondicionado em embalagens plasticas padrao
para queijo ralado, seladas em maquina embaladora especifica. Os queijos ralados foram
analisados no tempo zero logo ap6s a produgdo e também ao longo do tempo de prateleira.
Foram realizadas analises de bolores e leveduras para avaliagao da estabilidade microbiologica
e também foram realizadas analises de acido sorbico, gordura, umidade, atividade de dgua e
acidos graxos.

Também foi realizada a analise sensorial dos queijos ralados fabricados com a nova
tecnologia verificando a aceitabilidade e também os atributos ressaltados através da

metodologia CATA (Check All That Apply) ou marque tudo que se aplica.

2.3 Analise de acidos graxos

A andlise de 4cidos graxos foi realizada nos queijos ralados logo apds a produgdo de
acordo com a metodologia detalhada abaixo.
2.3.1 Preparo dos Esteres Metilicos

Os acidos carboxilicos foram derivatizados a ésteres metilicos, por possuirem
volatilidade e estabilidade térmica adequadas para serem determinadas por cromatografia a gas.
Realizou-se a esterificacdo no Laboratorio de Cromatografia do Centro de Pesquisa em
Alimentos (CEPA), na cidade Passo Fundo, Rio Grande do Sul. A gordura extraida foi contida
em um algodao e transferida para um tubo de vidro com tampa. Adicionou-se 4 mL de solugao
metanolica de hidroxido de sédio 0,5 mol L', para solubilizar a gordura no meio. A seguir,
fechou-se o tubo e o conteudo foi aquecido em banho-maria em temperatura de ebuli¢do por 5
minutos até a total dissolucdo dos globulos de gordura, o tubo foi retirado do banho-maria e
resfriado sob 4agua corrente. Entdo, 5 mL de solugdo esterificante foram adicionadas ao tubo, o
mesmo novamente fechado e aquecido em banho-maria por 5 min. A solucdo esterificante ¢
composta por cloreto de amonio, metanol e acido sulfurico, sendo, o metanol o agente
esterificante e o acido sulfurico o reagente com funcao de neutralizar a base para a esterificacao,
garantindo assim, que o processo ocorra. Apos este tempo, o tubo foi resfriado e nele
adicionados 4 mL de solugdo saturada de NaCl, com o objetivo de solvatar a dgua e deixar a
fase organica mais disponivel, em seguida o tubo foi agitado vigorosamente por 30 segundos.
Ao final, adicionou-se ao tubo 5 mL de hexano. O tubo foi novamente agitado vigorosamente

e apOs a separagao das fases, a fase organica (sobrenadante), onde estdo contido os é€steres
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metilicos, foi retirada. Foi injetado 1 puL de cada amostra no cromatografo a gas acoplado a

espectrometria de massas.

2.4 Analise dos acidos graxos por cromatografia a gas

As andlises cromatograficas foram realizadas no Laboratorio de Cromatografia do
CEPA, cidade Passo Fundo, Rio Grande do Sul. A identificacdo dos ésteres metilicos foi
realizada utilizando-se cromatografia a gés acoplada a um espectrometro de massas, marca
Shimadzu, modelo GCQT8030. Efetuou-se a separa¢ao cromatografica usando-se uma coluna
RTXWAX 25 m x 0,25 mm x 0,25 um, com a seguinte programacao de temperatura: 60 °C
(por 2 min.), aumentando a temperatura em 10 °C/min. até¢ 200°C (0 min.) e em seguida, 5
°C/min. até 240 °C (5 min.). Utilizou-se uma razao de split de 1:50. O gés de arraste utilizado
foi o hélio ultrapuro, com vazao de 1,8 mL/min. A temperatura do injetor, da fonte ionizagdo e

da interface foi de 250 °C.

2.5 Tratamento dos dados
Os resultados obtidos neste estudo foram avaliados ao longo do tempo de
armazenamento. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas através do teste de Tukey com intervalo de confianca de 95 %.

2.6 Analise sensorial

O projeto foi encaminhado ao comité de Etica da Universidade de Passo Fundo, niimero
do parecer 2.642.625, antes da realizagdo da andlise sensorial, sendo aprovado pela Comissao
de avaliacao.

A aplicagdo dos testes de analise sensorial foi realizada no Laboratério de Analise
Sensorial do Centro de Pesquisa em Alimentacdo (CEPA) da Universidade de Passo Fundo.

Por se tratar de uma pesquisa com seres humanos, a analise sensorial exigiu o termo de
consentimento livre e esclarecido, como apresentado no Apéndice A. Nao puderam fazer parte
desta pesquisa os participantes alérgicos ao leite. Para isso, utilizou-se uma ficha de avaliagao,
conforme apresentado no Apéndice B.

O levantamento dos termos descritivos foi realizado por um painel de 15 avaliadores
previamente selecionados, utilizando o método rede ou Kelly’s Repertory Grid Method
segundo Moskowitz (1983). Foram utilizadas as amostras de queijo ralado controle e queijo
ralado tratado com O3 para representar a variacdo entre as amostras a serem analisadas

posteriormente, devido a diferengas quanto as caracteristicas sensoriais.
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As amostras foram apresentadas em pares aos avaliadores. Solicitou-se para que
descrevessem as similaridades e diferencas percebidas entre as amostras com relagdo a
aparéncia e cor, aroma, sabor e textura. Apds o levantamento dos termos descritivos pelo
método de rede e de acordo com o consenso da equipe, foi elaborada uma lista de termos que
melhor caracterizava as amostras. A lista com os termos foi utilizada para a aplicagdo da
metodologia CATA (Check All That Apply) ou marque tudo que se aplica.

Os consumidores, totalizando 50, receberam as amostras das 4 formulag¢des de queijo
ralado (queijo Tipo Grana ralado: amostra controle e a tratada com O3; queijo Parmesao ralado:
amostra controle e a tratada com O3), de forma monadica, aleatorizadas e codificadas, utilizando
luz branca, e uma ficha (Apéndice C) para avaliar os 2 testes propostos, sendo, aceitabilidade e
CATA. Entre cada amostra, foi disponibilizada 4gua para os participantes realizarem a limpeza
da cavidade oral.

A lista com os atributos sensoriais foi utilizada para os consumidores selecionarem o
que caracterizava a amostra, de forma facil e rapida (ARES et al., 2014).

A aceitabilidade ¢ um teste afetivo que expressa o quanto o consumidor gostou ou
desgostou da amostra. O teste foi aplicado utilizando uma escala hedonica, balanceada com o
mesmo nimero de categorias positivas e negativas. A consideragdo de aceitabilidade da amostra
foi com indice de aceitabilidade igual ou superior a 70 % (DUTCOSKY, 1996).

O indice de aceitabilidade foi calculado utilizando a Equacao 1.

IA (%) = A x 100
%) B 3)

Em que:
A =nota média obtida para o produto;
B = nota maxima dada ao produto.

2.7 Tratamento dos dados

O indice de aceitabilidade foi calculado para todos os atributos avaliados. Os resultados
das formulagdes de queijo ralado foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas através do teste de Tukey com intervalo de confianga de 95 %.

A analise dos dados obtidas com a metodologia CATA foi realizada através de analise
estatistica multivariada (Analise de Componentes Principais) utilizando o Programa Statistica

7.0.
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3 RESULTADOS
3.1 Adicao do O3 em queijos ralados

Em relacdo a alteragdo quimica nos queijos ralados, foram realizadas as andlises de
rancidez oxidativa no tempo zero, as quais apresentaram resultado negativo para todas as
analises, conforme pode ser observado na Tabela 2. A analise de rancidez oxidativa foi realizada
nos queijos ralados antes do processo de desidratagao e apds a desidratagdo com adigao de O3,
representando assim que a inje¢do do O3 na etapa de desidratagdo e resfriamento do queijo
ralado ndo provocou oxidagao nos lipideos ali presentes.

Tabela 2 - Analise de Rancidez Oxidativa em queijos ralados apos o tratamento com O3

Experimento Etapa de aplicagao Produciao de O3 Rancidez Rancidez
do processo de (mg de O3 / kg de queijo  Oxidativa Queijo Oxidativa Queijo
desidratacio desidratado) Tipo Grana ralado  Parmesio ralado
B1 0 negativo negativo
B2 9 negativo negativo
B3 10 mmutgs durante 23 negativo negativo
aquecimento
B4 31 negativo negativo
BS 38 negativo negativo
B6 0 negativo negativo
B7 3 negativo negativo
B8 3 minutos finais 7 negativo negativo
durante . .
B9 resfriamento 9 negativo negativo
B10 11 negativo negativo

Quanto a analise microbioldgica, pode ser observada que a contaminagdo inicial do
queijo Parmesao ralado foi em média superior a contaminag¢do do queijo Tipo Grana ralado,
mas mesmo assim puderam ser observados niveis de reducao de bolores e leveduras de até 99
% para ambos 0s queijos.

Os testes de injecdo de O3 foram realizados em duas etapas diferentes da desidratagdo
dos queijos ralados. No primeiro caso o O3 foi adicionado durante os 10 minutos iniciais do
processo de desidratacdo dos queijos ralados e no segundo caso o O3 foi adicionado nos 3
minutos finais do processo de desidratagdao, onde ocorre o resfriamento do queijo ralado, ndo
havendo assim a interferéncia do calor no processo de injecdo de Os, e assim sendo possivel
um comparativo se o calor de 65 °C no processo de desidratagdo interfere na eficiéncia do Os.

A uma injecao de 7 mg O3/ kg de queijo desidratado, ja pode ser percebida uma reducao
de 96 % dos bolores e leveduras. A reducdo maxima de bolores ¢ leveduras deu-se a uma

aplicacao de 31 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de desidratagao, durante 10 minutos,
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a qual foi de 99 % para o queijo Parmesdo ralado e 97 % para o queijo Tipo Grana ralado e
também a uma aplicagdo de 9 mg O3/ kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento, durante
3 minutos, a qual foi de 98 % para o queijo Parmesao ralado e para o queijo Tipo Grana Ralado.

Pode-se observar que os resultados de reducao de bolores e leveduras a uma exposi¢ao
de 9 mg O; / kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento foi mais eficiente, onde a
quantidade de O3 por kg de queijo foi menor e o tempo também, somente 3 minutos, sendo que
a 31 mg O3/ kg de queijo desidratado o produto ficou exposto por 10 minutos e obteve o
resultado muito similar e a 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de desidratagdo o
percentual foi menor, 94 % para o queijo Parmesao ralado e 91 % para o queijo Tipo Grana
ralado.

Os resultados apresentados a uma inje¢ao de O3z a 11 mg O3/ kg de queijo desidratado
e 38 mg O3 / kg de queijo desidratado ficaram com uma redug@o de bolores e leveduras abaixo
do que para as injecdes 31 mg O3 / kg de queijo desidratado; 23 mg Os / kg de queijo
desidratado; 7 mg O3/ kg de queijo desidratado € 9 mg O3 / kg de queijo desidratado, isto se deu
provavelmente porque tivemos neste caso uma menor produgdo de O3 do que o informado pelo
equipamento (11 mg O3 / kg de queijo e 38 mg O3 / kg de queijo).

De acordo com outros autores, Wickramanayake (1991), Serra et al. (2003), Lanita e
Silva (2008), Pinto el al. (2007), Alexopoulos et al. (2017), que avaliaram em suas pesquisas a
reducdo de bolores e leveduras com a aplicacao do O3, se os fatores de tempo e concentragao
de O3 estiverem configurados corretamente, a 0zonizagao pode ser uma abordagem promissora
salvaguardando a producdao de produtos alimenticios, onde em suas pesquisas houveram
grandes reducdes de contagens de bolores e leveduras, conforme esta pesquisa apresentou
também.

Quando o produto completou 30 dias de validade foi realizada a analise de bolores e
leveduras, porém os resultados para os dois tipos de queijos e em todas as concentragdes
testadas foram muito elevados e na andlise dos queijos ja percebeu-se a presen¢a de mofo visual.
Sendo assim, a andlise da estabilidade microbiologica desta etapa encerrou-se nos 30 dias de
estocagem do produto visto que ndo houve estabilidade microbiologica ao longo do tempo de
prateleira.

Ao finalizar a etapa 2, tém-se que ao analisar somente o tempo zero, a 23 mg O3 / kg de
queijo desidratado e 7 mg O3 / kg de queijo desidratado, ja ¢ possivel obter uma grande redugao
de bolores e leveduras, tanto na etapa de desidratagdo do queijo ralado, onde houve uma
exposicdo durante 10 minutos, quanto na etapa de resfriamento, onde houve uma exposi¢ao

durante 3 minutos. Se levado em consideracao o tempo de exposi¢ao, a etapa de resfriamento
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apresentou os melhores resultados, sendo que a 7 mg O3 / kg de queijo desidratado por 3
minutos ocorreu uma redu¢do minima de 96 % em ambos os queijos ralados.

Ou seja, a adi¢do do O3 na etapa de desidratagao do queijo ralado ¢ influenciada pelo
calor de 65 °C pois, as moléculas de O3 podem sofrer uma degradacdo a esta temperatura e
voltar a sua forma de oxigénio, conforme outros autores mencionam no caso do O3 em meio
aquoso, quanto maior a temperatura, maior a degradagao do Os. Outro fator € que a etapa de
desidratacdo do queijo ralado ¢ responsavel por uma reducdo média de 70 % dos bolores e
leveduras presentes nos queijos ralados sem a ag¢do do acido soérbico ou Os.

Embora tenha-se observado uma redug@o de bolores e leveduras de até¢ 99 % no tempo
zero, quando observamos o produto armazenado em teste de prateleira o crescimento de bolores
e leveduras foi exponencial, ndo havendo nenhuma estabilidade microbiologica com o passar
do tempo. Com isso ¢ possivel dizer que o O3 age momentaneamente na reducdo dos bolores e
leveduras, mas que, para manter a estabilidade microbioldgica dos queijos ralados ao longo da
vida de prateleira € necessario um outro agente antimicrobiano na formulacdo, neste caso o
acido sorbico, que € o conservador permitido em queijo ralados.

Com o experimento de exposic¢ao do queijo ralado ao O3 em um menor tempo as chances
de alteragdes quimicas reduzem também, ja que as exposig¢des a grandes fatores de oxidagao
sdo reduzidas. Para dar sequéncia na etapa 3 a concentragdo de ozonio escolhida foi 9 mg O3 /

kg de queijo desidratado na etapa do resfriamento durante 3 minutos.

3.2 Conservacio do queijo ralado com uso de O3 e acido sérbico
3.2.1 Formulag¢des dos experimentos
As formulagdes dos experimentos seguem detalhadas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Formulagao para produgao de queijo Tipo Grana ralado

Experimentos Tipo de Queijo Tratamento com O3  Concentracio Umidade média
Acido Sérbico
C11 (padrao)  Queijo Tipo Grana ralado Sem tratamento 0,08% 13£1%
C12 Queijo Tipo Grana ralado Com tratamento 0,08% 15£1%
C13 Queijo Tipo Grana ralado Sem tratamento 0,08% 15+£1%

Tratamento com O3: injecdo de 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento por 3 minutos.

Tabela 4 - Formulagdo para produ¢do de queijo Parmesao ralado

Experimentos Tipo de Queijo Tratamento com O3  Concentracio Umidade média
Acido Sérbico
C14 (Padrao)  Queijo Parmesao ralado Sem tratamento 0,08% 131 %
C15 Queijo Parmesdo ralado Com tratamento 0,08% 15+£1%
C16 Queijo Parmesdo ralado Sem tratamento 0,08% 151 %

Tratamento com O3: injecdo de 9 mg O3 / kg de queijo desidratado na etapa de resfriamento por 3 minutos.
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Apds a producdo dos experimentos de queijos ralados com as formulagdes

determinadas, foram realizadas analises de umidade, gordura e atividade de agua, conforme

podem ser observadas na tabela 5.

Tabela 5 - Anélise fisico-quimica queijos ralados

Formula¢do Umidade (%) Gordura (%) Aw Teor residual de

acido sérbico (%)
C11 13,20+ 0,01° 37,9+ 034" 0,681 +£0,010° 0,06 £0,01?
C12 15,12 + 0,09¢ 36,2+0,10¢ 0,702 + 0,000 0,06 + 0,01*
C13 15,00 £ 0,01°¢ 36,4+0,34° 0,712+ 0,010¢ 0,05+0,012
C14 13,10 + 0,02° 35,5+0,87° 0,691 +0,010¢ 0,06 £0,012
C15 16,56 + 0,06" 34,1+£0,27* 0,720+ 0,010° 0,05+0,012
C16 16,21 £ 0,05¢ 34,6 0,39 0,720 = 0,000% 0,06 £0,012

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).; C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrao; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08% de
acido sorbico + tratamento com O3; C13 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento com
0s.

Pode-se observar que os experimentos de queijo ralado padrio mantiveram a
umidade em média de 13 % e os demais experimentos a uma umidade mais proxima de

15 % e a atividade de dgua ficou proxima a 0,7.

3.2.3 Analise de estabilidade microbioldgica

Ao longo do tempo de prateleira, que sao 150 dias, foram realizadas analises de bolores
e leveduras dos novos experimentos para avaliagao da estabilidade microbioldgica. As analises
de bolores e leveduras podem ser observadas nas Figuras 1 e 2.

Figura 1 - Andlise de bolores e leveduras queijo Tipo Grana Ralado
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Figura 2 - Andlise de bolores e leveduras queijo Parmesao ralado
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E possivel perceber o surgimento de uma estabilidade microbiologica em todas as
formulacdes. Nas formulagdes C11 e C14 temos o queijo ralado padrdo com umidade baixa,
com média de 13 % + 1 % fator este que auxiliou na estabilidade microbioldgica, j& que a
atividade de dgua também ¢ reduzida e sendo assim mantendo o queijo ralado em condi¢des
favoraveis por um periodo de tempo mais longo.

Nas formulag¢des C12 e C15 temos a umidade das amostras em médiade 15% £ 1 % e
a adi¢do do 0zdnio, e foi percebida um crescimento de bolores e leveduras muito baixo e estavel,
sendo assim satisfatorio. Nas formulagdes C13 e C16 onde também temos a umidade em torno
de 15 % £ 1 %, porém ndo ocorreu a adi¢do do ozonio, também foi possivel perceber um baixo
crescimento microbiologico, porém ainda se destacando positivamente as formulagdes C12 e
C15 com a adicao do ozonio.

Todas as formulagdes atenderam os requisitos de bolores e leveduras estabelecidos na
RDC 357/1997 - Regulamento para fixacdo de identidade e qualidade de queijo ralado
(BRASIL, 1997).

3.2.4 Analises de composi¢io de acidos graxos

Para uma avaliacdo mais precisa dos danos que o O3 possa ter causado na estrutura
quimica dos queijos ralados, foi realizada a analise da composi¢dao dos 4cidos graxos dos
experimentos comparando os experimentos que sofreram tratamento com Oz dos que nao
sofreram tratamento com ozonio. Os resultados seguem apresentados nas Tabelas 6 e 7 para
acidos graxos saturados e insaturados.

Tabela 6 - Anélise de acidos graxos saturados (%)

Acidos graxos saturados Quantidade de acidos graxos (%) nos experimentos
Simbologia  Nomenclatura C11 C12 C13 C14 C15 C16
C12:0 Acido laurico 0,61£0,03®®  0,54+0,02*  0,75+0,03* 0,71£0,08>  0,68+0,07®* 0,660,022

C14:0 Acido miristico  2,86+0,07  2,63+0,05*  3,67+0,02° 3,10£0,07°  2,91+0,17%  4,00+0,05¢
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C16:0 Acido palmitico  12,7740,05®  12,20£0,05°  14,09+0,03°  13,22+0,38"  12,16+0,02*  14,66+0,02¢
C18:0 Acido estedrico  5,9740,01*  5,85£0,04°  5,73+0,05®  553+0,18%®  534+0,15>  5,91+0,04

Resultados de média + desvio padrao; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrdo; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08% de acido sorbico + tratamento com
03; C13 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento com O3; C14 — queijo Parmesao ralado Padrio;
C15 — Queijo Parmesao ralado com 0,08% de acido sorbico + tratamento com O3; C16 — Queijo Parmesao ralado com 0,08% de
acido sorbico sem tratamento com Os.

Tabela 7 - Anélise de acidos graxos insaturados (%)

Acidos graxos insaturados Quantidade de acidos graxos (%) nos experimentos
Simbologia Nomenclatura C11 C12 C13 C14 C15 C16
C16:1 Acido palmitoléico  0,52+0,02®  0,50+0,03° 0,68+0,02°¢ 0,46+£0,05*  0,53+0,08%  0,65+0,05
C18:1 Acido oléico 13,63£0,07¢  13,07+0,08*  12,63+0,03*  11,17+0,54*  11,10+£0,11°>  12,57+0,07*
C18:1 TRANS Acido elaidico 0,11+0,05% 0,10+0,02° 0,14+0,062 0,12+0,08* 0,10+0,03? 0,05£0,012
C18:2 Acido linoleico 1,40£0,06®  1,2740,05%  1,33+0,01®®>  1,13+0,09° 1,25+0,04%  1,4440,03%

Resultados de média + desvio padrio; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrdo; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08% de 4cido sérbico + tratamento com
03; C13 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento com O3; C14 — queijo Parmesao ralado Padrio;
C15 — Queijo Parmesao ralado com 0,08% de acido sorbico + tratamento com O3; C16 — Queijo Parmesao ralado com 0,08% de
acido sorbico sem tratamento com Os.

Pode-se observar que houve uma leve diminui¢do dos acidos graxos saturados nos
queijos ralados tratados com O3, porém nao havendo diferencgas significativas entre os
experimentos tratados com O3 quando comparados aos que ndo receberam tratamento com O3,
exceto em relagdo ao 4cido palmitico, onde estatisticamente pode-se observar uma diferenca
significativa.

Para a composi¢ao de acido laurico, acido miristico e acido estearico os queijos ralados
padrao quando comparados com os queijos ralados que receberam tratamento com O3 nao
apresentaram diferencas significativas. Quando comparado um tipo de queijo com o outro,
apresentaram diferencas significativas para o acido miristico e estedrico.

Os queijos ralados tratados com O; apresentaram diferencas significativas para a
composi¢ao de acido palmitico quando comparado aos experimentos sem tratamento com Os.
Se comparado um tipo de queijo com o outro, ndo apresentaram diferencas significativas para
o acido palmitico.

Analisando a Tabela 7 onde tem-se os resultados da composicdo de acidos graxos
insaturados dos experimentos, pode-se observar que na maioria dos casos houve reducao dos
acidos graxos, porém sem diferencgas significativas quando comparados os queijos ralados sem
tratamento com O3 com os experimentos tratados com O3. Quando comparado um tipo de queijo
com o outro somente houve diferenca significativa para o acido oléico.

A andlise da composi¢ao de acidos graxos foi fundamental para concluir que os danos

causados pela acdo do O3 s3o minimos, ja que praticamente ndo houveram diferengas



126

significativas entre os experimentos tratados com O3z em relacdo aos que ndo receberam
tratamento com O3, exceto para o acido graxo saturado palmitico que houve uma diferenga.

Como este estudo utilizou como matéria prima os queijos maturados Tipo Grana e
Parmesao, deve ser levado em consideragdo que, além da acdo do O3 sobre os acidos graxos,
durante o processo de maturag@o ocorre a lipdlise das gorduras com formagdo de 4cidos graxos
de baixo peso molecular. Tais reagdes ocorrem por agao dos microrganismos presentes e/ou
através de enzimas adicionadas especificamente para esse fim. Os principais acidos formados
sdo butirico, caproico, caprilico, caprico e laurico; sua proporgao relativa varia de acordo com
o agente lipolitico utilizado o qual, por sua vez, ¢ escolhido de acordo com o queijo. Embora a
maturacao esteja longe de ser um processo completamente entendido, ja se sabe que a glicolise
¢ efetuada integralmente pela microbiota lactica iniciadora, enquanto que a lipdlise e a
proteodlise requerem a participacdo também da microbiota secundaria para se completarem
(PERRY, K, 2004).

No estudo de Malacarne et al. (2009) o teor de acidos graxos livres aumentou
continuamente ao longo de 24 meses de maturagdo do queijo Parmigiano Reggiano. A
comparacdo das partes das pecas de queijo mostrou uma distribuicdo ndo foi uniforme para o
processo lipolitico. As porgdes periféricas da forma de queijo foram caracterizadas por um
maior teor de acidos graxos livres do que a regido interna. Isso foi consistente com o
"centripeto”" tendéncia do processo bioquimico responsavel pelo amadurecimento de Queijo
Tipo Grana. Os processos enzimaticos responsaveis para a hidrolise de triglicerideos mostrou
uma especificidade para acidos graxos de cadeia curta, que proporcionalmente (em relagao ao
soma dos acidos graxos individuais) aumentou durante a maturagao.

Para McCarthy et al. (2017) as concentragdes de acidos graxos livres aumentaram
gradualmente em queijos gordurosos, reduzidos em gordura e meio gordos durante a maturagao,

até certo ponto dependente dos niveis de gordura e sal.

3.2.5 Analise sensorial
3.2.5.1 Andlise de aceitabilidade

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores médios para cada atributo das amostras de queijos
ralados utilizados para avaliar a aceitabilidade do consumidor.

Analisando a avaliacdo da aceitabilidade dos queijos ralados, pode-se perceber que para

todos os atributos, exceto sabor, ndo houveram diferencas significativas entre os experimentos.
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Pode-se observar que para os experimentos de queijo Tipo Grana ralado e para o queijo

Parmesao ralado o atributo da cor da amostra foi o melhor pontuado, seguido da aparéncia e 0 menos

pontuado foi o sabor.

Tabela 8 - Médias dos atributos utilizados para avaliar a aceitabilidade do consumidor para os
queijos ralados

Experimentos C11 C12 C13 C14 C15 C16
Cor 8,06+ 1,11°  7.86+1,27% 802+1,10° 7.87=1,12* 780+1,18* 7,72+1,02%
Textura 7,56 +£0,99°  7,68+1,06° 736+122% 7,18+1,14* 738+1,09" 738+125"
Aparéncia 7,78+ 1,117 7,82+1,03*  7,38+0,89" 7,74+1,10* 7,60+1,16* 740+ 1,06
Odor/Aroma 7,16 £1,60°  751+1,34*  732+1,50° 736+138" 6,84+158" 736+1732°
Sabor 7,08+ 1,600  745+144° 671+1,61%° 631+2,03" 657+195° 6,70+ 1,46%
Impressdo Global 735+ 133* 751+137% 7,12+1,22*% 7,18+ 145" 6,90+ 1,66 7,08+ 1,40%

Resultados de média + desvio padrdo; Valores seguidos de letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05). C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrdo; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08% de 4cido sorbico +
tratamento com O3; C13 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento com O3; C14 — queijo Parmesdo
ralado Padrdo; C15 — Queijo Parmesdo ralado com 0,08% de acido sorbico + tratamento com O3; C16 - C16 — Queijo Parmesao
ralado com 0,08% de acido sorbico sem tratamento com O3.

De acordo com a Figura 3, nota-se que a amostra mais aceita foi a de queijo Tipo Grana
ralado tratado com O3 com 95 % de aceitabilidade, seguido das amostras padrdo de queijo Tipo

Grana ralado com 83 % e queijo Parmesdo ralado com 81 % de aceitabilidade.

Figura 3 - Indice de aceitabilidade (%)
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C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrdo; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08% de 4cido sérbico + tratamento com O3; C13 —

Queijo Tipo Grana ralado com 0,08 % de 4acido sorbico sem tratamento com O3; C14 — queijo Parmesao ralado Padrdo; C15 — Queijo

Parmesao ralado com 0,08% de acido sorbico + tratamento com O3; C16 — Queijo Parmesdo ralado com 0,08% de acido sorbico sem
tratamento com O3.
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O indice de aceitabilidade com boa repercussdo tem sido considerado > 70 %

(DUTCOSKY, 1996). Considerando o presente trabalho, todos os experimentos ficaram com
indice de aceitabilidade acima de 80 %.

3.2.5.2 Analise CATA

A utilizagdo da metodologia CATA ¢ uma boa ferramenta para coletar informagdes
sobre a percepcao dos consumidores em relagdo as caracteristicas sensoriais dos produtos, isso
pode contribuir para as melhorias no desenvolvimento do produto (BRUZZONE et al., 2015).

O questiondrio CATA tem como finalidade reunir as informagdes dos produtos em

relagdo a percepcao das caracteristicas sensoriais do consumidor. A analise dos componentes
principais do método CATA, representado na Figura 4 mostra que a variabilidade das amostras
pdde ser explicada 68,16 % por dois componentes principais.

O componente 1 se caracterizou mais acentuadamente pelos os atributos aroma de creme
de leite, residual amargo, textura seca e solto enquanto que o componente 2 ficou mais marcado

pelos atributos textura macia, cor amarelo palha, duro e picante.

Figura 4 - Projecao dos atributos sensoriais para as amostras de queijo ralado a partir da
analise CATA.
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RA: residual amargo; CAP: cor amarelo palha; S: solto; FM: fiapos médios; A: adesividade; PP: presenga de pontos verdes; TS: textura seca;
SM: sabor de mofo; CU: cor uniforme; D: duro; R: rango; P: picante; AA: aroma adocicado; TM: textura macia; G: gorduroso; AR: ardido;
AC: aroma de creme de leite, SA: sabor adocicado. C11 — queijo Tipo Grana Ralado Padrao; C12 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08% de
acido sorbico + tratamento com O;; C13 — Queijo Tipo Grana ralado com 0,08 % de acido sorbico sem tratamento com O;, C14 — queijo

Parmes@o ralado Padrao; C15 — Queijo Parmesao ralado com 0,08% de acido sorbico + tratamento com O;; C16 — Queijo Parmesao ralado
com 0,08% de acido sérbico sem tratamento com Os.

O queijo Tipo Grana ralado padrio (C11) e o queijo Tipo Grana ralado tratado com O3

(C12) foram mais bem representados pelos atributos textura seca, solto, cor uniforme, fiapos
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médios, sabor adocicado e aroma adocicado. Ja o queijo Tipo Grana ralado sem tratamento com
O3 (C13) foi representado pelos atributos picante, duro e cor amarelo palha.

Enquanto que para o queijo Parmesdo ralado padrao (C14) e para o queijo Parmesao
ralado tratado com O3 (C15), os atributos que mais se destacaram foram ardido, presenca de
pontos verdes, ranco, gorduroso e aroma de creme de leite. E para o queijo Parmesao ralado
sem tratamento com O3 (C16) os atributos que mais se acentuaram foi o residual amargo.

O queijo Tipo Grana ralado padrao (C11) apresenta atributos sensoriais semelhantes aos
do queijo Tipo Grana ralado tratado com O3 a 15 % de umidade (C12) por estarem no mesmo
quadrante como pode ser observado na Figura 19. J4 o queijo Tipo Grana sem tratamento com
O3 a 15 % de umidade (C13) apresentou atributos diferentes dos demais por ter ficado situado
em outro quadrante.

O queijo Parmesao ralado com e sem tratamento com O3 com umidade de 15 % ficaram
no mesmo quadrante e assim havendo relagdo, ja o queijo Parmesdo padrao ficou em outro
quadrante, ndao se relacionando com os outros dois e se acentuando o atributo de residual
amargo.

Os atributos que apareceram com maior frequéncia nas quatro formulacdes de queijos
ralados foram: Cor amarelo palha, solto, fiapos médios, textura seca, cor uniforme e duro. O
queijo Parmesdo ralado padrao foi mais vezes citado com textura rugosa, residual amargo e
duro do que para o Queijo Tipo Grana ralado Padrao e com adic¢do de O3,

Um fator positivo foi que as amostras com adi¢ao de Oz apresentaram menor pontuagao
para o item textura seca do que as amostras padrao, ou seja, mesmo com a umidade média de
15 % £ 1 % ja € possivel sentir uma textura melhor do que a amostra padrao que possui umidade
média de 13 % £ 1 %.

No atributo rango, o qual ¢ muito importante para esta pesquisa, onde podemos
comparar as amostras com tratamento de O3 e sem tratamento com O3, percebe-se que as
amostras foram pouco pontuadas neste atributo, sendo a formula¢do mais pontuada a de queijo
Parmesao ralado com adicdo de O3 e a amostra menos pontuada foi a de queijo Tipo Grana
ralado com tratamento de O3, a analise sensorial coincide com os resultados obtidos na analise
realizada para composi¢ao de acidos graxos, onde foi constatado diferenga significativa entre
amostras, porém diferencas pequenas.

Quando se observa a analise sensorial frente a analise da composi¢ao de acidos graxos,
pode-se perceber que o 0z6nio oxidou uma fragdo muito pequena dos acidos graxos que compde
a estrutura quimica dos queijos ralados, porém a composicao de acidos graxos quando olhada

estatisticamente apresentou pequenas diferencas significativas entre as amostras analisadas
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(p>0,05). Analisando estudos de outros autores sobre a aplicacdo de O3 e seus efeitos sobre os
acidos graxos dos alimentos, andlise sensorial e rancidez oxidativa, encontram-se diversos
resultados e conclusdes, positivos e negativos.

Roberto et al. (2016) estudaram o efeito do O3 sobre a composigao dos acidos graxos do
produto amendoim, no que se refere a qualidade dos graos ozonizados, e ndo foi detectada
variacao significativa para o percentual de acidos graxos e indice de perdxidos (p>0,05).

De acordo com o estudo dos autores Kim et al. (2003), o 0zonio teve um efeito negativo
na qualidade sensorial de alguns produtos como grios, especiarias e leite em po, devido a
oxidagao de lipidios. Porém, outros investigadores demonstraram que o tratamento com 0zonio
melhorou a qualidade sensorial em carne de boi e de ovos e ndo alterou significativamente a
qualidade sensorial de algumas frutas e legumes. Lanita e Silva (2008) ndo constataram o
surgimento de processos adicionais de rancidez oxidativa em queijo parmesao submetido a acdo
do oz6nio durante a maturagdo. O poder de oxidacdo do O3 pode provocar descoloragdo e
odores indesejaveis em alguns alimentos, ou componentes nutricionais como vitaminas,
aminodacidos e acidos graxos essenciais podem ser alterados pela oxidagao (KIM et al., 2003).

Compostos volateis relacionados a oxidagao lipidica, como heptanal e hexanal, foram
observados em concentracao crescente na farinha apds tratamento com ozénio (OBADI et al.,
2018). A solugdo de gas 0zdnio e 0zdénio tem sido aplicada para modificar as funcionalidades
de varios produtos de graos, incluindo proteina, amido e farinha. Os tratamentos com
intensidade excessiva tendem a oxidar os componentes quimicos, eliminando em grande parte
as micotoxinas e fungos relacionados. O tratamento introduz grupos carbonilo e carboxilo no
amido, cria dissulfeto de ligagdes em proteinas, oxida os lipidios, diminui os teores de
polifendis e inativar as enzimas endogenas (ZHU, 2018).

Apesar desses obstaculos técnicos, 0 0zonio tem se mostrado eficaz na descontaminacao
de varios alimentos. Os beneficios do 0zonio, em muitos casos, superam as desvantagens e suas
aplicacdes em alimentos devem aumentar em popularidade nos préximos anos (CHAWLA et
al., 2012).

Comparando-se os resultados obtidos nesta pesquisa (onde somente foi realizado
tratamento com O3) com outros métodos existentes, tais como: radiofrequéncia, micro-ondas,
radiacdo ultravioleta, irradiagdo, processamento a altas pressoes, luz pulsada, entre outros, tem-
se que cada método possui seus pontos positivos € negativos, ¢ todos os métodos existentes
causam reducdes de populagdes microbianas nos alimentos. Todos estes métodos sdo

promessas para o futuro da seguranca alimentar, o que depende muito € o valor a ser investido
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nestes equipamentos, legislagdo ainda pouco existente ou ndo existente e a realizacdo de testes
no alimento que se pretende trabalhar (KHAN et al., 2017).

No estudo de Thierry et al. (2017) ¢ relatado que a relacao entre gordura e sabor dos
produtos lacteos ¢ complexo. Primeiro que a gordura ¢ um “reservatorio” de sabores, porque a
maioria dos sabores compostos sao mais soltiveis em gordura do que em agua. A interface entre
as varias fases da matriz dos queijos fornece um local onde podem ocorrer diversas reacoes de
formagao de sabor. Em segundo lugar, a proporg¢ao e estrutura de gordura pode afetar a reologia
do produto, e assim sua dispersdo na boca. Como resultado a dispersdo de compostos de sabor
e a percepcao do sabor pode ser modificado. Em terceiro lugar, gordura, e especialmente
triglicerideos, sdo precursores de compostos de sabor, tais como acidos graxos livres, ésteres,
tioésteres, metil cetonas, alcoois secundarios e lactonas, que sdo comumente produzidos

durante a maturagdo do queijo.

4 CONCLUSAO

Com a aplicagdo de Oz em queijo ralado na etapa de desidratacdo, as contagens de
bolores e leveduras foram reduzidas em até 99 % quando analisadas no tempo zero. Porém,
para a conservacao do produto queijo ralado ao longo da vida de prateleira, somente a acao do
O3 nao foi suficiente para garantir uma estabilidade microbioldgica, para tanto ¢ necessario
adicionar um outro agente conservador, no caso o conservador quimico permitido em queijos
ralados, o acido sorbico

Avaliando o impacto da agdo do O3 sobre os queijos ralados, ndo foi detectada variagao
significativa para a composi¢ao de acidos graxos e atributos sensoriais. Os produtos tratados
com O3 apresentaram alteracdes significativas, porém pequenas, ficando muito parecidos com
o padrao, onde se ressaltaram os atributos cor amarelo palha, solto, fiapos médios, textura seca,
cor uniforme e duro. Diante disso, este estudo mostrou elevada aceitabilidade tanto para os
queijos ralados padrdo quanto para os experimentos tradados com O3, onde a amostra mais
aceita foi a de queijo Tipo Grana ralado com tratamento de Os;. Ainda existem muitas
oportunidades de pesquisa para uma melhor utilizagdo do gas ozénio como um aliado para o

processamento de alimentos.
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