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RESUMO 

O aumento da produção de leites é também associado à incorporação de 

novas tecnologias envolvendo o seu processamento. Dentre estas 

tecnologias tem-se a crioconcentração que é baseada no degelo de um 

alimento líquido resultando em uma fase concentrada e uma na forma de 

gelo. Em relação ao alimento líquido, a sua fração concentrada, obtida 

do processo de crioconcentração, pode apresentar maior qualidade 

nutritiva, sem serem observadas mudanças químicas e bioquímicas 

indesejáveis. Desta forma, este trabalho de tese de doutorado avaliou 

duas técnicas de crioconcentração do leite, ou seja, a em bloco e a 

progressiva. Entretanto, independetemente da técnica de 

crioconcentração empregada, seria considerado também um fato inédito 

e relevante à utilização do concentrado do leite na elaboração e avaliação 

das propriedades de queijo fresco funcional. Assim, primeiramente este 

trabalho estudou a crioconcentração em blocos do leite, visando escolher 

o melhor concentrado para a elaboração de queijos frescos adicionados 

de microrganismo probiótico (Bifidobacterium BB-12) e/ou prebiótico 

(5 g 100 mL
-1

 de inulina), ambos considerados benéficos à saúde de 

consumidores regulares deste tipo de produto. Estes queijos frescos, não 

submetidos à etapa de dessoragem, foram avaliados quanto as suas 

propriedades físicas, químicas, microbiológicas e microestruturais. A 

fim de avaliar a sobrevivência de Bifidobacterium BB-12 nos queijos 

frescos os mesmos foram submetidos à simulação gastrointestinal in 

vitro. Por último, foi realizado o estudo do desempenho da 

crioconcentração progressiva do leite em equipamento piloto, variando 

as temperaturas de resfriamento (-5, -10, -15 °C) e as taxas de agitação 

(0, 500, 1000 RPM). Na primeira etapa deste estudo, o leite concentrado 

proveniente do segundo estágio da crioconcentração foi escolhido e 

empregado na obtenção dos queijos frescos funcionais. Como esperado, 

foi verificado que somente o queijo fresco adicionado de inulina 

apresentou aumento no teor de sólidos totais, refletindo no teor de 

carboidratos totais e na diminuição da coloração esverdeada do queijo. 

Tanto a inulina, quanto a presença de soro, pois não foi realizada a 

dessoragem dos queijos, resultaram em queijos mais firmes, menos 

quebradiços e compactos. A adição de bifidobactéria não influenciou nas 

propriedades do queijo e ainda apresentou-se acima dos valores 

recomendados para que o mesmo fosse considerado probiótico. Os 

queijos com bifidobactéria e inulina puderam também ser classificados 

como simbióticos. Após as condições gastrointestinais simuladas, foi 

possível verificar um efeito positivo na contagem de células viáveis e na 



 

taxa de sobrevivência de Bifidobacterium BB-12 no queijo probiótico 

seguido do queijo simbiótico (com bifidobactéria e inulina). Assim 

ambos os tipos de queijo (probiótico e simbiótico) puderam ser 

considerados uma matriz protetora na sobrevivência de Bifidobacterium 

BB-12. Assim como na primeira etapa deste trabalho, a crioconcentração 

progressiva foi eficiente na concentração do leite. Nesta última etapa, foi 

comprovado que a temperatura e a taxa de agitação influenciaram na 

eficiência do processo bem como no rendimento do leite concentrado. A 

partir dos resultados obtidos  para a crioconcentração progressiva, pode-

se concluir que as melhores condições desta técnica foram alcançadas 

quando empregada uma temperatura de refrigeração de - 5 ° C e agitação 

mecânica de 1000 RPM, sendo que a taxa de agitação apresentou maior 

influencia no sistema. Enfim, vale ressaltar o potencial inovador que este 

trabalho representa através do estudo de dois diferentes tipos 

crioconcentrações, consideradas emergentes, a fim de obter leites 

concentrados. Cabe ressaltar que a utilização do leite concentrado na 

obtenção de queijos frescos funcionais também demonstrou potencial 

inovador para o setor lácteo.  

Palavras-chave: leite concentrado, crioconcentração em bloco, 

crioconcentração progressiva, queijo fresco funcional, simulação 

gastrointestinal in vitro. 

  



 

RESUMO EXPANDIDO 

Introdução 

A busca por alimentos adicionados de ingredientes funcionais como 

bactérias probióticas e fibras vêm crescendo. Uma vez que o consumidor 

esta cada vez mais interessado em consumir alimentos saudáveis, a 

indústria alimentícia sentiu a necessidade de investigar novos processos 

tecnológicos com o intuito de desenvolver novos produtos de alto valor 

biológico e nutricional. Neste contexto técnicas de concentração que 

empregam o frio estão sendo estudadas. O método de crioconcentração 

consiste na cristalização da água do alimento através do resfriamento 

abaixo do seu ponto de congelamento, o que possibilita a formação e 

separação de cristais de gelo, resultando em uma fração líquida 

concentrada e outra na forma de gelo. Entre os métodos de 

crioconcentração podemos citar a crioconcentração em bloco e a 

crioconcentração progressiva. No primeiro processo a solução é 

completamente congelada e através do descongelamento parcial 

gravitacional a fração líquida concentrada é obtida. Já a 

crioconcentração progressiva é caracterizada pela formação de um único 

cristal de gelo em contato com uma superfície refrigerada, facilitando 

assim a separação entre cristal de gelo e solução concentrada. Em ambos 

os processos a eficiência é determinada através da pureza da fração de 

gelo, ou seja, com o mínimo de solutos retidos. Esta tecnologia vem 

sendo aplicada e estudada em alimentos líquidos como sucos, extrato de 

café e leite. Para a indústria láctea a sua utilização torna-se interessante 

em termos de manutenção de sabores e também no que diz respeito à 

concentração de proteínas do leite (caseínas e proteínas do soro). Além 

disso, processos envolvendo a transformação desta matéria prima 

poderiam ser melhorados como, por exemplo, o rendimento de queijos 

frescos funcionais. Queijos frescos são produzidos a partir de leite 

através de coagulação enzimática apresentando ao final do processo 

coloração branca e sabor levemente ácido. São classificados como 

queijos de alta umidade devendo ser consumidos frescos. Devido as suas 

características físicas e químicas estes tipos de queijos apresentam 

excelentes condições para a sobrevivência de microrganismos 

probióticos, como as Bifidobacterium BB-12. A sobrevivência das 

bifidobacterias adicionadas em queijos já foi avaliada e comprovada em 

trabalhos prévios, contudo, a sua viabilidade em um queijo fresco 

elaborado a partir de leite concentrado pela técnica de crioconcentração 

ainda não foi investigada. No entanto, além da viabilidade das 



 

bifidobacterias é preciso avaliar a sua sobrevivência em condições 

gastrointestinais para assim assegurar a sua funcionalidade ao 

hospedeiro.  Pode-se também destacar a adição de ingredientes 

prebióticos como a inulina que possui resistência às enzimas digestivas 

apresentando potencial sinérgico com as bactérias probióticas. Por fim, é 

importante ressaltar que quando o processamento de um produto lácteo é 

modificado e são adicionados outros ingredientes, as suas propriedades 

físicas e tecnológicas são modificadas e por isso devem ser estudadas. 

Diante deste cenário, o objetivo central deste trabalho foi avaliar e 

caracterizar técnicas de crioconcentração (bloco e progressiva) para a 

concentração do leite e posterior aplicação em queijos frescos 

funcionais.   

Objetivos 

O objetivo geral deste estudo foi o desenvolvimento e caracterização de 

leite concentrado pela técnica de crioconcentração e o desenvolvimento 

de queijos frescos funcionais a partir do leite concentrado. Como 

objetivo inicial foi realizado o processo de crioconcentração em bloco do 

leite e os objetivos específicos foram: avaliar o desempenho do processo 

através do estudo das propriedades físicas e químicas dos concentrados e 

gelos obtidos em cada estágio de concentração. Além disso, cálculos de 

fator de concentração (FC) e balanço de massa foram utilizados para 

determinar o melhor estágio de concentração. Posteriormente, o melhor 

estágio de concentração foi utilizado na elaboração de queijos frescos 

funcionais com adição do probiótico Bifidobacterium BB-12 e também 

do prebiótico inulina. As formulações de queijo foram avaliadas quanto 

às suas propriedades físico-químicas, colorimétricas, microestruturais, 

de textura e reológicas. A contagem de células viáveis de 

Bifidobacterium BB-12 também foi determinada nestes queijos. A 

segunda etapa do estudo consistiu em avaliar o efeito protetor dos 

queijos frescos adicionados de Bifidobacterium BB-12 em condições 

gastrointestinais simuladas in vitro. Com base no potencial da tecnologia 

de crioconcentração para o setor lácteo, a terceira etapa deste estudo, 

realizada durante o período de doutorado sanduíche na Universidad 

Politecnica de Catalunya (ES), consistiu em realizar independentemente 

ensaios de crioconcentração progressiva para leite UHT desnatado. 

Especificamente, foram avaliadas diferentes combinações de 

temperatura e agitação durante o processo com o intuito de estabelecer 

os melhores parâmetros de operação. Como objetivos específicos foram 

determinados: o teor de sólidos totais para todas as frações (leite, leite 



 

concentrado e gelo), eficiência do processo, concentração de solutos, 

balanço de massa e o ponto de congelamento das frações de leite UHT e 

os concentrados.  

Metodologia 

O primeiro método de concentração consistiu na crioconcentração em 

bloco onde 30 litros de leite pasteurizado integral foram divididos em 

porções e congelados utilizando congelador de placas. Uma vez que o 

leite foi congelado, 50% da sua massa (g) inicial foram descongelados 

gravitacionalmente obtendo-se ao final do processo duas frações: leite 

concentrado (LC) e gelo (G). A fração líquida concentrada foi 

novamente congelada e utilizada como solução inicial para o estágio 

seguinte do processo de crioconcentração. Este procedimento foi 

repetido até o terceiro estágio de concentração.  Alíquotas das frações 

concentradas e do gelo (LC e G), referentes aos estágios de 

crioconcentração, foram armazenadas a -20 ± 2 °C até o momento das 

análises. Para avaliação do desempenho do processo foi determinado o 

teor de sólidos totais de todas as frações (leite, LC e G), o fator de 

concentração (FC) assim como o balanço de massa do sistema. Três 

formulações de queijo fresco (Controle, Probiótico e Simbiótico) foram 

elaboradas utilizando leite concentrado proveniente do melhor estágio de 

crioconcentração. O queijo fresco Controle foi produzido sem adição de 

cultura probiótica e inulina. O queijo fresco Probiótico foi produzido 

com adição de Bifidobacterium BB-12 e o queijo fresco Simbiótico foi 

preparado com adição de Bifidobacterium BB-12 e 5 g de inulina. Para o 

preparo de todos os queijos frescos, o leite concentrado (LC) foi 

aquecido a 37 ± 1 °C, e foram adicionados ácido láctico, cloreto de 

cálcio e enzima coagulante com posterior coagulação a 37 ± 1 °C, por 40 

minutos. Após coagulação os queijos foram selados termicamente e 

armazenados a 5 ± 1 °C. Os queijos frescos foram analisados quanto aos 

teores de sólidos totais (g 100 g
-1

), umidade (g 100 g
-1

), proteína (g 100 

g
-1

), lipídeos (g 100 g
-1

), carboidratos totais (g 100 g
-1

), acidez titulável 

(g 100 g
-1

 de ácido láctico), pH, cor, textura (TPA), compressão uniaxial, 

liberação de soro, microscopia eletrônica de varredura (MEV) e análise 

microbiológica. Adicionalmente, os queijos frescos adicionados de 

cultura probiótica (Probiótico e Simbiótico) também foram avaliados em 

condições gastrointestinais simuladas in vitro. Neste método a 

viabilidade da bactéria foi avaliada sequencialmente em meios que 

simulam diferentes seções do trato gastrointestinal (boca, 

esôfago/estômago, duodeno e íleo). A análise foi conduzida em banho 



 

termostático com agitação, mantido a 37 ± 1 °C com o intuito de simular 

a temperatura corporal e os movimentos peristálticos de cada seção do 

trato digestivo. A mastigação foi simulada empregando uma solução de 

CaCl2 (1mM) contendo α-amilase (100 U mL
-1

) ajustada a pH 6,9 com 

NaHCO3 1M e tendo duração de 2 minutos. Para a etapa do 

esôfago/estômago foi adicionado uma solução de pepsina (25 mg mL
-1

) 

preparada com HCl 1M tendo o seu pH ajustado até 2,0 com HCl 1M e 

duração de 90 minutos. A etapa do duodeno foi conduzida utilizando 

uma solução contendo pancreatina (2 g L
-1

) e sais biliares bovinos (12 g 

L
-1

) preparada com NaHCO3 0,1 M e com duração de 20 minutos. Por 

fim, a etapa de passagem pelo íleo foi simulada aumentando o pH para 

6,5 com solução de NaHCO3 0,1 M com duração de 90 minutos. Além 

disso, para avaliar o efeito protetor da matriz de queijo mediante a 

estirpe probiótica, caldo MRS foi utilizado. Este caldo foi preparado da 

mesma forma que as amostras de queijo fresco e submetido ao mesmo 

processo de simulação gástrica. A taxa de sobrevivência da 

Bifidobacterium BB-12 após cada etapa da simulação foi determinada 

através da enumeração em Agar MRS-LP. Posteriormente, na ultima 

etapa deste trabalho, a crioconcentração progressiva de leite UHT 

desnatado foi realizada utilizando equipamento em escala piloto. O 

aparato consistia de um tanque encamisado de aço inoxidável com 

capacidade de 2400 mL, conectado a um banho de refrigeração contendo 

como fluído refrigerante solução de etilenoglicol-água 50%. A solução a 

ser concentrada foi adicionada ao tanque com temperatura próxima a 0 

°C e quando desejado foi agitada utilizando um agitador mecânico. Para 

controlar a temperatura do sistema durante os ensaios uma sonda de 

temperatura conectada a um registrador foi utilizada. O delineamento 

experimental consistiu de nove variáveis de estudo modificando os 

parâmetros de temperatura e agitação. Foram estudadas as temperaturas 

de -5, -10 e -15 °C onde cada uma delas foi avaliada a 0, 500 e 1000 

RPM. Os ensaios foram realizados em triplicada para cada uma das 

variáveis, utilizando 1 L de leite em cada teste com duração de 60 

minutos. Ao fim de cada ensaio se obteve uma fração de leite 

concentrado e uma fração de gelo. Ambas as frações (concentrado e 

gelo) foram coletadas, pesadas, e armazenadas em recipientes plásticos 

sob-refrigeração até o momento das análises. O teor de sólidos totais de 

cada uma das frações foi calculado e utilizado para os cálculos de 

eficiência (eff), rendimento da concentração (Y) e  balanço de massa para 

cada variável. Para avaliar a adequação dos valores teóricos com os 

valores experimentais o desvio médio quadrático (RSM) foi calculado 

para cada teste realizado. O modelo linear geral (MLG) também foi 



 

utilizado para avaliar a influência dos dois fatores estudados 

(temperatura e agitação) nos resultados de concentração de sólidos (Cf), 

eficiência (eff) e rendimento da concentração (Y).  Por fim,  o ponto de 

congelamento do leite UHT desnatado e das frações concentradas 

também foi determinado. 

Resultados e Discussão 

Através do processo de crioconcentração em bloco foi possível 

concentrar leite integral a um fator de concentração (FC) igual a 2 no 

terceiro estágio de concentração. O efeito da crioconcentração foi 

significante (P < 0,05) no teor de sólidos totais nos três estágios de 

concentração, quando comparado ao leite inicial. Contudo, foi observado 

que o teor de sólidos totais na fração de gelo no terceiro estágio foi 

maior (P < 0,05). Este comportamento está associado ao aumento da 

viscosidade durante os estágios de concentração que resulta em uma 

maior retenção de sólidos na fração de gelo. Através dos dados de 

balanço de massa foi verificado que a maior transferência de massa para 

a fração concentrada, em relação ao teor de sólidos, ocorreu no segundo 

estágio de concentração (68%). Levando estes dados em consideração, o 

concentrado proveniente do segundo estágio de concentração foi 

utilizado na elaboração dos queijos frescos. A adição de inulina na 

terceira formulação de queijo fresco promoveu um aumento no teor de 

sólidos totais, refletindo, também nos valores de carboidratos totais (P < 

0,05) obtendo-se alta correlação (R = 0,981) entre estes dois parâmetros. 

O teor de umidade dos queijos apresentou valores acima dos encontrados 

na literatura. Este comportamento deve-se ao fato de que os queijos 

foram elaboração a partir de leite concentrado e sem realização da etapa 

de corte da coalhada e liberação do soro, resultando em um aumento do 

teor de umidade. Os teores de proteína e lipídeos assim como os valores 

de pH e acidez titulável não sofreram influência da adição de inulina (P 

> 0,05) e do processo de crioconcentração. Em relação à análise de cor 

dos queijos foi possível observar que no queijo contendo inulina 

(Simbiótico) os parâmetros a* e h° aumentaram (P < 0,05) enquanto que 

b* e C* diminuíram (P < 0,05). Este comportamento indica que a adição 

de inulina resultou em uma tendência menor à coloração verde, em 

relação aos outros queijos. Todos os queijos apresentaram valores 

elevados para L* o qual esta relacionado à coloração branca dos 

ingredientes lácteos. O parâmetro b* indicou uma tendência à coloração 

amarela associada à presença de carotenoides no leite em todas as 

formulações de queijo. Com respeito às características físicas dos 



 

queijos frescos durante a análise de textura e compressão, foi possível 

constatar que o queijo com adição de inulina apresentou maior firmeza e 

dureza (P < 0,05) quando comparado às outras formulações de queijo 

desenvolvidas. Em relação à análise de microestrutura, os queijos 

Controle e Probiótico apresentaram uma matriz com estrutura mais 

aberta ao passo que, o queijo Simbiótico apresentou-se com olhaduras 

menores, indicando uma rede proteica mais compacta, que esta 

relacionada à sua maior dureza. Além disso, através das micrografias foi 

possível observar os glóbulos de gordura aprisionados à matriz proteica 

dos ambos os queijos (Controle, Probiótico e Simbiótico). Em relação à 

contagem de células viáveis probióticas, ambos os queijos, Probiótico e 

Simbiótico, apresentaram contagens acima do recomendado para um 

produto probiótico e a adição de inulina não afetou a contagem de 

células. Neste estudo também foi avaliado o efeito protetor das matrizes 

de queijo fresco (Probiótico e Simbiótico) na sobrevivência de 

Bifidobacterium BB-12 em condições gastrointestinais simuladas in 
vitro. O queijo Probiótico apresentou maior proteção quando comparado 

ao queijo Simbiótico sendo este comportamento creditado a dissolução 

parcial de inulina no queijo Simbiótico. Contudo, as duas formulações 

de queijo apresentaram contagens de células viáveis acima do 

recomendado em todas as etapas da simulação. Em contrapartida, o 

caldo MRS não foi capaz de manter a sobrevivência das bactérias 

confirmando assim a efeito protetor da matriz de queijo. Na ultima etapa 

deste trabalho foi possível avaliar o efeito da temperatura e da agitação 

no processo de crioconcentração progressiva do leite UHT desnatado. 

Em todos os ensaios realizados obtiveram-se frações concentradas de 

leite com alto teor de sólidos totais (P < 0,05), quando comparado ao 

leite inicial e as frações de gelo. A maior (P < 0,05) concentração de 

sólidos foi alcançada nos ensaios realizados com a menor temperatura (-

15 °C) e alta velocidade de agitação (1000 RPM) (8,60 ± 0,03 g 100 g
-1

), 

enquanto que o menor valor foi obtido nos testes com temperatura 

elevada (-5 °C) e sem nenhuma agitação (0 RPM) (5,19 ± 0,03 g 100 g
-

1
). Contudo, a menor (P < 0,05) retenção de sólidos na fração de gelo foi 

observada nos ensaios realizados com temperatura elevada (-5 °C) e alta 

velocidade de agitação (1000 RPM) (2,39 ± 0,14 g 100 g
-1

). Este 

comportamento pode estar associado a velocidade de crescimento de 

cristal de gelo. Através dos dados obtidos pelo modelo linear geral foi 

possível verificar que os fatores temperatura, agitação e a interação entre 

eles foram significativos (P < 0,05) na concentração de sólidos. Além 

disso, constatou-se que o efeito da temperatura apresentou uma 

dependência do fator agitação, uma vez que a velocidade de agitação 



 

apresentou maior influência na concentração de sólidos do que a 

temperatura do sistema. Todos os testes realizados a 1000 RPM 

apresentaram valores de eff  elevados constatando que para este 

parâmetro o único fator que influenciou foi a agitação. A maior 

eficiência (eff) foi observado nos testes realizados a -5 °C com agitação 

de 1000 RPM, que também foi a variável com menor retenção de sólidos 

na fração de gelo. Os fatores  temperatura, agitação e a interação entre 

eles influenciaram (P < 0,05)  no valores de Y onde o maior valor foi 

obtido nos testes realizados a -5 °C com 500 RPM de agitação enquanto 

que e o menor valor foi observado nos ensaios  a -5 °C com 1000 RPM. 

Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores em 

sistemas de crioconcentração progressiva para soluções de sacarose. 

Todas as variáveis estudadas apresentaram um bom ajuste, com valores 

de RSM abaixo de 25%. O ponto de congelamento (PC) do leite UHT 

foi de -0,35 °C a uma concentração inicial de 5,00 ± 0,03 de sólidos 

totais, valor semelhante ao observado em outros estudos. Todas as 

soluções concentradas apresentaram uma diminuição da temperatura do 

PC, comportamento já descrito por outros autores. Os ensaios realizados 

a -15 °C e com agitação de 1000 RPM foram os que apresentaram menor 

PC (-1 °C) e também maior concentração de sólidos (8,60 ± 0,12). Estes 

resultados corroboram com estudos prévios que apontam que o aumento 

da concentração de sólidos em uma solução, provoca a diminuição do 

seu ponto de congelamento. 

Considerações finais 

Os processos de crioconcentração em bloco e crioconcentração 

progressiva mostraram-se como alternativas promissoras para 

concentração de leite. Em ambas as técnicas obtiveram-se frações 

concentradas com elevado teor de sólidos totais. O leite concentrado 

pela técnica em bloco foi empregado com êxito no desenvolvimento de 

queijos frescos funcionais uma vez que as formulações de queijo fresco 

mantiveram suas contagens de células viáveis acima do recomendado 

sendo possível ao término deste estudo desenvolver um queijo fresco 

Probiótico (com adição de Bifidobacterium BB-12) e um queijo fresco 

Simbiótico (com adição de Bifidobacterium BB-12 e inulina). Além 

disso, ambos os queijos apresentaram uma matriz protetora para as 

bifidobacterias em condições gastrointestinais simuladas in vitro, 

comprovando assim a funcionalidade dos produtos desenvolvidos. Por 

fim, foi possível obter novos dados a respeito da concentração do leite 

pelo método de crioconcentração progressiva. Conclui-se através dos 



 

ensaios realizados que para cada matriz alimentar os parâmetros de 

temperatura e agitação do sistema devem ser estudados com o intuito de 

encontrar as melhores condições de operação. Através dos dados de Cf, 
eff e Y foi possível concluir que as melhores condições de operação para 

a crioconcentração progressiva de leite UHT desnatado foram 

temperatura de refrigeração elevada (-5 °C) e alta velocidade de agitação 

(1000 RPM). Estes resultados contribuirão para a compreensão das 

propriedades físicas e nutricionais do leite possibilitando assim o 

desenvolvimento de novos produtos lácteos. Por fim, o potencial 

tecnológico e nutricional do leite foi confirmado através deste trabalho, 

contudo, novos estudos devem ser conduzidos para obterem-se mais 

informações sobre os melhores parâmetros de operação para este 

alimento e a elaboração de novos produtos funcionais a partir do 

concentrado do leite. 

Palavras-chave: leite, crioconcentração, bloco, queijos frescos, 

Bifidobacterium BB-12, inulina, funcional, progressiva.  

  



 

ABSTRACT 

The increase in milk production is also associated with the incorporation 

of new technologies involving processing. Among these technologies is 

the freeze concentration that is based on the defrosting of a liquid food 

resulting in a concentrated fraction and an ice fraction. About the liquid 

food, its concentrated fraction obtained from the freeze concentration 

process can present higher nutritional quality, without being observed 

undesirable chemical and biochemical changes. In this sense, this thesis 

work evaluated two techniques of milk freeze concentration process, i.e., 

blocks and progressive. However, independently of the freeze 

concentration technique employed, it would be considered an 

unprecedented and relevant fact to the use of milk concentrate in the 

elaboration and evaluation of functional fresh cheese properties. This 

work aimed to study the milk block freeze concentration, to select the 

best concentrate for the preparation of fresh cheese with a probiotic 

microorganism (Bifidobacterium BB-12) and/or prebiotic (5 g 100 mL
-1

 

of inulin), both considered beneficial to the health of regular consumers 

of this type of product. These fresh cheeses, not submitted to the 

desorption stage, were evaluated for their physical, chemical, 

microbiological and microstructural properties. To evaluate the survival 

of Bifidobacterium BB-12 in the fresh cheese was done the survival 

under in vitro simulated gastrointestinal conditions. Finally, the 

performance of the progressive freeze concentration in pilot equipment 

was studied, varying the coolant temperatures (-5, -10, -15 ° C) and the 

agitation rates (0, 500, 1000 RPM). In the first stage of this study, the 

concentrated milk from the second stage of freeze concentration was 

chosen and used to obtain functional fresh cheeses. As expected, it was 

verified that only the fresh cheese added of inulin presented an increase 

in the total solids content, reflecting in the total carbohydrates content 

and the decrease in the greenish color of the cheese. Both inulin and the 

presence of whey, because the cheeses were not desorbed, resulted in 

firmer, less crumbly and compact cheeses. The addition of bifidobacteria 

did not influence about the properties of the cheese and still presented 

above the recommended values for it to be considered probiotic. Cheeses 

with bifidobacteria and inulin could also be classified as symbiotic. 

After simulated gastrointestinal conditions, a positive effect on viable 

cell counts and survival rate of Bifidobacterium BB-12 on probiotic 

cheese followed by symbiotic cheese (with bifidobacteria and inulin) 

was observed. Thus, both types of cheese (probiotic and symbiotic) 

could be considered a protective matrix for the survival of 



 

Bifidobacterium BB-12. As in the first stage of this work, progressive 

freeze concentration was efficient in milk concentration. In this last step, 

it was proved that the temperature and the agitation rate influenced about 

the efficiency of the process, as well as the yield of the concentrated 

milk. From these last results, it can be concluded that the best conditions 

were reached when used a coolant temperature of - 5 ° C and mechanical 

stirring of 1000 RPM. However, the agitation rate presented more 

significant influence in the progressive system. Finally, it is worth 

emphasizing the innovative potential that this work represents through 

the study of two different freeze concentration types, considered as 

emerging, to obtain concentrated milk. It should also be highlighted that 

the use of concentrated milk in the production of functional fresh 

cheeses demonstrated the innovative potential for the dairy sector. 

Keywords: concentrated milk, block freeze concentration, progressive 

freeze concentration, functional fresh cheese, in vitro simulation 

gastrointestinal condition.  
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INTRODUÇÃO 

A crioconcentração é um fenômeno que ocorre durante o degelo 

de uma solução resultando em uma fase líquida concentrada e outra na 

forma de gelo (SÁNCHEZ et al., 2009; BELÉN et al., 2012). 

Geralmente o estudo da tecnologia de crioconcentração em alimentos 

líquidos possibilita a obtenção de produtos com maior qualidade 

nutricional, evitando mudanças químicas e bioquímicas indesejáveis 

(AIDER; HALLEUX, 2009; SÁNCHEZ et al., 2010; AULEDA et al., 

2011). Além disso, a remoção da água de um alimento líquido pela 

tecnologia de crioconcentração é mais seletiva e econômica do que 

metodologias tradicionais como, por exemplo, a evaporação (YEE; 

WILEY; BAO, 2007), empregada também na obtenção de leite 

concentrado. Entretanto, a principal limitação da concentração de 

líquidos pela tecnologia de crioconcetração é creditada à quantidade 

elevada de solutos que permancem na fase gelo. Visando melhorar a 

eficiência do processo, Aider e Halleux (2009) e Chabarov e Aider 

(2014) indicaram que é necessário conhecer o comportamento da 

matéria prima a ser submetida a esta tecnologia, bem como avaliar o seu 

comportamento em diferentes técnicas, prevendo assim, as melhores 

condições para o seu futuro emprego.  

Dentre as técnicas de crioconcentração destacam-se a 

crioconcentração em blocos e a progressiva. Na crioconcentração em 

blocos a solução pode ser completamente congelada e parcialmente 

descongelada, cuja fração líquida seria o concentrado. A vantagem desta 

técnica é que o leite permanece estático e, consequentemente, não 

haveria necessidade de equipamento complexo. Contudo, impõe desafios 

de pesquisa associados à sua habilidade para diminuir a oclusão do 

soluto, visando obter uma operação industrial viável. Cabe ressaltar que 

em pesquisas executadas no Brasil, como a do nosso grupo, somente é 

empregada a metodologia em blocos. Já o grupo de pesquisa da 

Universidad Politecnica de Catalunya, com participação da Profa. Dra. 

Mercé Raventós e coorientação do Prof. Dr. Eduard Hernández, durante 

o doutorado sanduíche desta tese, o estudo do comportamento do leite 

foi realizado diante da crioconcentração progressiva. Diferentemente da 

crioconcentração em blocos, esta técnica consiste na formação de uma 

película de gelo que é produzida em uma superfície de resfriamento 

enquanto o fluido está se movendo sobre a camada crescente de gelo em 

um equipamento tubular. No entanto, independente do processo de 

crioconcentração empregado, submeter o leite a uma tecnologia de 

crioconcentração, e utilizar o concentrado obtido na produção de um 
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queijo fresco, poderia colaborar para o aumento do seu rendimento, já 

que o leite é constituído por aproximadamente 87 g 100 g
-1

 de água. 

Apesar de Karimi, Mortazavian e Karami (2012) terem produzido um 

queijo fresco de leite ultrafiltrado, com alegações de propriedades 

funcionais, estudos sobre queijos frescos funcionais obtidos a partir de 

leite concentrado pelo processo de crioconcentração, com exceção dos 

desenvolvidos nesta tese, são inexistentes.  

Alimentos classificados como funcionais são qualquer tipo de 

alimento ou ingrediente que além de exercer suas funções nutricionais 

básicas, quando consumido regularmente, produz efeitos benéficos à 

saúde do consumidor. Este conceito de funcionalidade também refere-se 

aos alimentos contendo probióticos e/ou prebióticos (KIP; MEYER; 

JELLEMA, 2006).  

Os probióticos são microrganismos vivos que quando 

administrados em quantidades adequadas e regularmente conferem 

benefício à saúde do hospedeiro (FAO/WHO, 2006), melhorando o 

equilíbrio da microbiota intestinal e as defesas contra microrganismos 

patogênicos (SAAD et al., 2013). Já os prebióticos podem ser definidos 

como ingredientes alimentares não digeríveis que afetam beneficamente 

o hospedeiro, pois, estimulam seletivamente a multiplicação e/ou 

atividade de uma ou mais espécies de bactérias benéficas, como as 

probióticas (GIBSON; ROBERFROID, 1995). 

Segundo Buriti, Rocha e Saad (2005) os queijos frescos por não 

apresentarem conservantes não serem maturados e serem armazenados 

em temperatura de refrigeração, oferecem excelentes condições para a 

sobrevivência de microrganismos probióticos. Tradicionalmente estes 

queijos são produzidos de leite pasteurizado e sem adição de culturas 

iniciadoras (EVERT-ARRIAGADA et al., 2014). Kask et al. (2003) 

relataram que a sobrevivência de bactérias probióticas em produtos 

como queijos frescos é maior quando comparada aos queijos maturados, 

uma vez que estes são armazenados por maior tempo, possuem altos 

teores de cloreto de sódio, menores teores de umidade e 

consequentemente, menor atividade de água, sendo estas condições 

limitantes para os microrganismos probióticos. Além disso, a viabilidade 

e a manutenção de concentrações adequadas de microrganismos 

probióticos dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium em queijo 

fresco já foram comprovadas em estudos realizados por Buriti, Rocha e 

Saad (2005), Souza e Saad (2009) e Fritzen-Freire et al. (2010).  

Dentre os prebióticos se destaca a inulina (KOLIDA; TUOHY; 

GIBSON, 2002), apresentando resistência às enzimas digestivas, 

fazendo com que chegue intacta ao intestino para serem fermentadas 
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(ROBERFROID, 2007). O potencial sinérgico entre os probióticos e 

prebióticos é definido como uma simbiose, sendo o mesmo capaz de 

beneficiar ainda mais o consumidor regular deste tipo de produto 

(CASIRAGHI et al., 2007). 

Karami et al. (2009) relataram que quando o processamento de 

um queijo é modificado e são adicionados microrganismos, ingredientes 

e/ou originários de diferentes matérias primas, como do leite 

concentrado, dentre algumas modificações tem-se as alterações nas suas 

propriedades físicas. Como a maioria dos alimentos sólidos, os queijos 

são de natureza viscoelástica, exibindo comportamento tanto de sólido 

elástico como de fluído viscoso (MESSENS et al., 2000). No caso 

específico dos queijos, a propriedade viscoelástica é função da sua 

composição, microestrutura, da disposição dos seus componentes na 

matriz proteica (EVERETT; AUTY, 2008) e do estado físico-químico 

dos seus componentes, bem como do pH (LUCEY; JOHNSON; 

HORNET, 2003). Já o potencial econômico deste produto é representado 

pelo fato de que aproximadamente um quarto do total de proteínas 

consumidas nas nações industrializadas é proveniente do leite, incluindo 

na forma de queijos. De acordo com a Companhia Nacional de 

Abastecimento (CONAB, 2017), entre os anos de 2017 a 2025, no Brasil 

a produção de queijo deverá aumentar 19,0% (2,2% ao ano), alcançando 

946,96 mil toneladas no final deste período.  

Levando em consideração que os queijos funcionais apresentam 

conhecidas propriedades benéficas ao consumidor, deve-se também 

avaliar a sobrevivência e o efeito protetor da matriz alimentar sobre 

bactérias probióticas. Desta forma, pode-se destacar a importância do 

uso de uma metodologia rápida e direta como a simulação 

gastrointestinal in vitro. Esta metodologia empregada nos queijos 

funcionais produzidos nesta tese já é consolidada através da sua 

utilização em trabalhos desenvolvidos com diferentes matrizes lácteas 

como queijo tipo Minas frescal obtido do leite de búfala realizado por 

Verruck et al. (2015); na produção de microcápsulas com soro de leite e 

prebióticos como agentes encapsulantes por Pinto et al. (2015); em 

queijo probiótico tipo Mascarpone por Almeida et al. (2017); em iogurte 

grego funcional por Pinto et al. (2017); e na produção de microcápsulas 

com leite de cabra integral e prebióticos por Verruck et al. (2017). 

Diante destas motivações e relevância, o objetivo deste trabalho 

foi avaliar o efeito do processo de crioconcentração do leite e o emprego 

do melhor concentrado na obtenção de um queijo fresco simbiótico, com 

propriedades químicas, físicas e microbiológicas e microestruturais 

definidas. Além disso, este estudo também buscou avaliar 
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independentemente dois diferentes processos de crioconcentração do 

leite, com o intuito de observar as principais modificações desta matéria 

prima. Assim, esta tese é apresentada em capítulos, sendo o primeiro 

referente à revisão bibliográfica e os demais referentes aos resultados 

experimentais obtidos, os quais estão expostos na forma de artigos 

científicos.  

No Capítulo 1, de revisão bibliográfica, são abordados os 

principais aspectos sobre o leite, crioconcentração (conceitos do 

processo, suspensão, película, bloco, eficiência e aplicações na área de 

alimentos); queijos frescos; probióticos; prebióticos; análise instrumental 

do perfil de textura (TPA); análise reológica; e análise de cor. 

O Capítulo 2 apresenta o estudo da crioconcentração em blocos 

de leite assim como a escolha do melhor concentrado do leite em relação 

ao aumento no teor de sólidos totais. O objetivo seguinte foi à 

elaboração de queijos frescos funcionais a partir deste concentrado 

adicionado de probiótico e/ou prebiótico. Estes queijos frescos foram 

avaliados quanto as suas propriedades físicas, químicas, microbiológicas 

e microestruturais.  

O Capítulo 3 apresenta a análise da sobrevivência de 

Bifidobacterium BB-12 avaliada através da simulação gastrointestinal in 

vitro de formulações dos queijos frescos funcionais desenvolvidos no 

Capitulo 2. Através dos resultados obtidos com a simulação in vitro foi 

possível avaliar a influencia da matriz do queijo produzido na 

sobrevivência das bifidobactérias. 

No Capítulo 4 está representado o estudo da concentração do leite 

empregando a crioconcentração progressiva em equipamento piloto 

avaliando o seu desempenho em diferentes temperaturas de resfriamento 

e taxas de agitação.  
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1. REVISÃO BIBLIOGRÁGICA 

1.1 O LEITE  

O leite é definido como um líquido opaco de coloração branca 

amarelada, de sabor levemente adocicado e odor característico 

(BELITZ; GROSCH, 1997). Do ponto de vista biológico, pode ser 

definido como um produto da secreção das glândulas mamárias. É um 

alimento constituído principalmente por proteínas, lipídeos, lactose, sais 

minerais, enzimas lipossolúveis e hidrossolúveis (BORSZCZ, 2002). 

O leite está entre os seis produtos mais importantes para a 

agropecuária brasileira, desempenhando um importante papel como 

alimento e fonte de renda (VILELA; BACILA; TASTALDI, 2002). O 

Brasil atualmente é o quinto maior produtor mundial de leite, 

correspondendo a uma produção de cerca de 34,6 milhões de toneladas 

em 2016 (BRASIL 2017a). De acordo com o Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE), no primeiro trimestre de 2017 foram 

adquiridos 5,87 bilhões de litros de leite cru pelas unidades de 

beneficiamento inspecionadas. Houve um aumento na aquisição de leite 

de 7,87 milhões de litros em nível nacional, quando comparando ao 

mesmo período de 2016. Este aumento foi impulsionado pelos estados 

de São Paulo, Pará, Rio de Janeiro, Goiás e Paraná. No entanto, o estado 

de Minas Gerais lidera o ranking de produção com 25,8% da aquisição 

nacional, seguido por Rio Grande do Sul (13,5%) e Paraná (11,7%) 

(BRASIL, 2017b). 

Do ponto de vista físico-químico, o leite é considerado uma 

mistura homogênea de substâncias como proteínas, lactose, glicerídeos, 

vitaminas entre outras. Em emulsão se encontra a gordura e substâncias 

associadas, ao passo que as caseínas se encontram em suspensão na 

matriz (ORDÓÑEZ, 2005). A composição química média do leite 

bovino pode apresentar variações bem como a quantidade produzida por 

animal, sendo estes aspectos dependentes da espécie, raça, 

individualidade, alimentação, fase de lactação, idade do animal, 

variações climáticas, entre outros fatores (FENNEMA, 2000) (Tabela 

1.1).  
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Tabela 1.1 - Composição química média do leite bovino.  

Componentes Teor (g 100 g
-1

) Variação (g 100 g
-1

) 

Água 86,60 85,40 – 87,70 

Gordura 4,10 3,40 – 5,10 

Proteínas 3,60 3,30 – 3,90 

Lactose 5,00 4,90 – 5,00 

Sais minerais 0,70 0,68 – 0,74 

Fonte: Fennema (2000). 

O leite contém compostos nitrogenados, dos quais 95% são 

proteínas e 5% compostos nitrogenados não proteicos (SILVA, 1997). 

As proteínas do leite são divididas principalmente em caseínas e 

proteínas do soro, ambas apresentando alto valor biológico. As caseínas 

são proteínas globulares que constituem em torno de 80% do teor total 

de proteínas no leite (FENNEMA, 2000) sendo compostas por quatro 

subunidades que são αs1, αs2, β e κ, que se apresentam quase totalmente 

(95%) agregadas na forma de micelas. As micelas apresentam um teor 

proteico de 94%, sendo o restante constituído por cálcio e fosfato, com 

uma pequena fração de magnésio e citrato (WALSTRA, 1990). O 

restante do teor proteico do leite é composto pelas proteínas do soro 

sendo estas representadas pelas β-lactoglobulinas e α-lactoalbuminas 

(17%) e albumina bovina sérica (3%) (HAQUE; RICHARDSON; 

MORRIS, 2001). 

Representando 96 a 98% do total de lipídeos do leite, os 

triglicerídeos encontram-se na forma de glóbulos esféricos com diâmetro 

variando entre 2 e 10 μm (FENNEMA, 2000). Nesta fração ainda são 

encontrados os fosfolipídeos, provenientes principalmente das 

membranas celulares, na proporção de 1% dos lipídeos totais, sendo 

responsáveis pela formação de emulsões com caráter hidrofóbico e 

hidrofílico (AMIOT, 1991).  

Outros componentes também são encontrados no leite em baixos 

teores, mas que contribuem para o valor nutritivo, destacando-se as 

vitaminas lipossolúveis (A, D, E e K) e compostos responsáveis pelo 

aroma e sabor, como aldeídos, cetonas, lactonas e pigmentos 

carotenoides (VARNAM; SUTHERLAND, 1995). 

Dentre os carboidratos presentes no leite, a lactose é o principal 

açúcar sendo bastante importante sob ponto de vista tecnológico da 
matéria prima. É um dissacarídeo formado por resíduos de glicose e 

galactose unidos por ligação glicosídica β (1-4). Como características 

físicas possui leve sabor adocicado e poder edulcorante cerca de seis 

vezes menor do que a sacarose (ORDÓÑEZ, 2005). 
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As importantes propriedades nutricionais e tecnológicas do leite 

são fatores determinantes na utilização dessa matéria prima na produção 

de derivados lácteos de grande consumo e aceitabilidade. Tendo em 

vista isto, o estudo de novas tecnologias de processamento do leite é 

incentivado para a busca de novos produtos lácteos para o consumidor 

(MAIJALA, 2000). 

1.2 CRIOCONCENTRAÇÃO 

1.2.1 Conceitos do processo 

A crioconcentração é uma operação unitária de separação 

utilizada para concentrar líquidos por meio do congelamento e posterior 

separação de uma fração congelada rica em água porém, contendo 

sólidos. O processo consiste basicamente na redução controlada da 

temperatura da solução de interesse, abaixo do seu ponto de 

congelamento, com o intuito de evitar a temperatura eutética no sistema 

onde todos os componentes da solução se apresentam como sólido 

(RAVENTÓS et al., 2007). Ao reduzir a temperatura da solução inicia-

se o processo de cristalização da água, o que permite a formação e 

separação de cristais, dando origem a um produto concentrado na fase 

fluída (BELÉN et al., 2012; SÁNCHEZ et al., 2009). Um sistema de 

crioconcentração básico compreende duas etapas fundamentais: 

congelamento da solução e separação da fração concentrada e dos 

cristais de gelo.  

A etapa de cristalização entende-se também como um processo de 

transferência de calor e massa que ocorre devido a diferença de 

temperatura entre o fluído e o sistema de resfriamento. Ocorre 

transferência de calor entre o fluído a ser concentrado e a placa 

refrigerante, ao mesmo tempo que ocorre a transferência de solutos entre 

a fração de gelo e a solução concentrada. Em um sistema de 

crioconcentração observam-se três etapas básicas: formação de uma 

estrutura cristalina, crescimento dos cristais de gelo, e reorganização da 

estrutura cristalina. A forma com que a estrutura cristalina é formada irá 

determinar o tamanho e a distribuição dos cristais de gelo. A velocidade 

de congelamento é o parâmetro utilizado para controlar o crescimento 

destes cristais em um sistema de crioconcentração (PETZOLD; 

AGUILERA, 2013). Após a formação dos cristais de gelo,  o seu 

crescimento é controlado pela taxa de calor liberada durante a mudança 

de fase da solução (líquido-sólido) e também pela taxa de transferência 

de massa. A solução é concentrada ao mesmo tempo que o volume dos 
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cristais aumenta e a temperatura do sistema diminui. Por fim, os cristais 

de gelo formados se reorganizam em número, tamanho, forma e 

orientação (CHEN; CHEN; FREE, 1998; SÁNCHEZ et al., 2009) 

Em processos de concentração de alimentos líquidos pelo frio é 

preciso entender as etapas de resfriamento da solução que ocorrem 

durante o procedimento. A Fig. 1.1 apresenta um gráfico adaptado da 

curva de resfriamento de suco de laranja concentrado por 

crioconcentração (SÁNCHEZ, 2011). Através desta curva é possivel 

identificar os principais pontos de transição de fase da solução. O ponto 

T1 representa a temperatura inicial da solução. O intervalo entre os 

pontos T1 e T2 é chamado de subresfriamento, onde a temperatura cai 

abaixo do seu ponto de congelamento sem a formação de cristais de 

gelo. O ponto T3 corresponde ao início da cristalização e o ponto de 

congelamento da solução, onde se observa um aumento da temperatura 

associado ao calor gerado para formar os primeiros cristais de gelo 

(calor latente). Quanto mais solutos possuí o alimento, menor é a 

temperatura de T3. Após atingir a temperatura T3 os cristais de gelo 

começam a crescer e a solução a crioconcentrar. A medida que os 

cristais crescem e a solução é concentrada a temperatura do sistema 

começa a cair novamente até chegar ao ponto T4 que corresponde a 

temperatura eutética do sistema. Em T4 soluto e solvente cristalizam 

simultaneamente não havendo mais aumento da concentração ou seja, a 

separação de uma fase concentrada se torna impossível. Em suma todos 

os alimentos líquidos apresentam este perfil de resfriamento, contudo o 

ponto de congelamento é diferente para cada alimento e por 

consequência a sua temperatura eutética também.  

Figura 1.1 – Curva adaptada de resfriamento de suco de laranja. 

 
Fonte: Adaptado de Sánchez (2011). 



44 
 

Existem diferentes sistemas de crioconcentração que basicamente 

se diferem pelo seus mecanismos de formação dos cristais de gelo. No 

âmbito da concentração de fluídos alimentares podemos citar três 

técnicas: crioconcentração em suspensão, crioconcentração em película 

(placas ou progressiva), e crioconcentração em bloco (AIDER; OUNIS, 

2012; SÁNCHEZ et al., 2009).  

1.2.2 Crioconcentração em suspensão 

O sistema é composto de uma fase inicial de geração de vários 

cristais de gelo (nucleação) seguido de uma fase de crescimento dos 

núcleos de gelo na solução, o que leva a uma cristalização parcial da 

água (Fig. 1.2 a). A separação dos cristais de gelo a partir da solução 

concentrada é crucial para o processo, no entanto o tamanho dos cristais 

de gelo ainda é limitado (MIYAWAKI et al., 2005; SÁNCHEZ et al., 

2009). Esta técnica é considerada eficiente em termos de pureza da 

fração de gelo e aumento da concentração (QIN et al., 2006). Contudo, é 

necessário um sistema complexo de separação dos cristais gelo, o que 

promove um substancial aumento nos custos de operação (MIYAWAKI 

et al., 2005; SÁNCHEZ et al., 2009). 

1.2.3 Crioconcentração em película 

Diferente do que acontece na crioconcentração em suspensão, 

nesta técnica ocorre a formação de um único cristal de gelo em contato 

com uma superfície refrigerada (Fig. 1.2 b). Desta maneira a separação 

do cristal de gelo se torna muito mais fácil podendo ser realizada no 

mesmo equipamento (RAVENTÓS et al., 2007).  Duas opções para este 

sistema já foram desenvolvidas: crioconcentração em placas e 

crioconcentração progressiva. A diferença entre estas duas técnicas está 

relacionada aos equipamentos utilizados para formação da camada de 

gelo. 
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Figura 1.2 - Processo de cristalização em suspensão (a) e cristalização em 

película (b). 

 
Fonte: Autor. 

Na crioconcentração em placas o processo de cristalização ocorre 

sobre uma superfície vertical refrigerada. A solução a ser concentrada é 

continuamente circulada sobre a superfície das placas que em seu 

interior circulam um fluído refrigerante. O cristal de gelo é formado e 

permanece aderido à superfície fria facilitando a sua remoção ao término 

do processo (SÁNCHEZ et al., 2011). Por fim, a solução concentrada 

pode ser coletada em um tanque ao cair por gravidade.  

Já na crioconcentração progressiva uma película de gelo é 

produzida em uma superfície refrigerada enquanto o fluído está em 

movimento sob a camada de gelo em crescimento (MIYAWAKI et al., 

2005). Este sistema pode apresentar-se em um equipamento tubular ou 

vertical. O sistema tubular consiste basicamente de dois tubos 

concêntricos conectados onde a solução a ser concentrada e o fluído 

refrigerante circulam. Já o sistema vertical compreende um tanque 

encamisado cilíndrico contendo um fluído refrigerante. A solução a ser 

concentrada é colocada no interior do cilindro e o gelo cresce aderido à 

parede do cilindro. O emprego de agitação mecânica auxilia na 

diminuição da retenção de sólidos na fração de gelo. Parâmetros como 

fluxo da solução, concentração inicial e temperatura de resfriamento são 

primordiais para reduzir a retenção de sólidos na camada de gelo 

(MIYAWAKI et al., 2005; OJEDA et al., 2017). 
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1.2.4 Crioconcentração em bloco 

Neste processo a solução é congelada totalmente e descongelada 

parcialmente (50%) para recuperar a fração líquida concentrada (Fig. 

1.3). Esta técnica é composta por três etapas: congelamento, 

descongelamento e separação das frações (concentrado e gelo). A 

solução de alimentação é completamente congelada, e a fração 

concentrada é então separada da fração de gelo através do 

descongelamento gravitacional assistido ou não por outras técnicas para 

melhorar a eficiência da separação (AIDER; DE HALLEUX, 2008; 

PETZOLD et al., 2015). Uma de suas vantagens é a possibilidade de 

realizar vários ciclos permitindo o aumento da concentração (AIDER; 

OUNIS, 2012). É um método que vem sendo estudado como uma 

tecnologia de concentração promissora e eficaz para produzir alimentos 

líquidos concentrados com um elevado valor nutritivo e sensorial 

(AIDER; DE HALLEUX, 2009). Contudo, são necessárias pesquisas 

relacionadas à diminuição da retenção de sólidos na fração de gelo para 

alcançar as condições industriais adequadas.  

Figura 1.3 - Esquema básico de crioconcentração em bloco. 

 
Fonte: Autor. 
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1.2.5 Eficiência do processo e aplicações na área de alimentos 

As tecnologias de crioconcentração em película e 

crioconcentração em bloco vêm sendo estudadas como alternativas 

promissoras para produzir alimentos líquidos concentrados com um 

elevado valor nutritivo e sensorial (AIDER; DE HALLEUX, 2009; 

AMRAN et al., 2016). A eficiência desta técnica é determinada em 

função da pureza do gelo obtido e também através do seu consumo 

energético (AIDER; OUNIS, 2012; PAZMIÑO et al., 2016; PETZOLD 

et al., 2015).  

Sabe-se que o consumo energético de um sistema de 

crioconcentração é menor comparado a um sistema de evaporação, uma 

vez que o calor latente de solidificação da água é de 335 kJ/ kg e o de 

evaporação é de 2260 kJ/ kg (JUSOH; MOHD YOUNS; ABU 

HASSAN, 2008).  Desta forma, para alcançar os maiores níveis de 

eficiência é necessário encontrar as condições termodinâmicas ótimas, 

através da compreensão dos fenômenos de transferência de calor e massa 

que ocorrem no processo. A maior dificuldade está em controlar a 

velocidade de crescimento dos cristais de gelo para evitar a retenção de 

sólidos no mesmo. Além disso, é importante estudar a natureza da 

solução a ser concentrada e entender os fenômenos que ocorrem durante 

o processo. Fatores como concentração inicial da solução, ponto de 

congelamento, viscosidade da solução de alimentação, temperatura de 

resfriamento assim como sistemas de agitação mecânica devem ser 

avaliados (OJEDA et al., 2017) 

Aider e Ounir (2012) ao concentrar leite em pó desnatado, pelo 

processo de crioconcentração em bloco, observaram que após dois ciclos 

de crioconcentração a viscosidade da solução aumentou 

significativamente resultando na diminuição da eficiência do processo. 

Estes autores constataram que o aumento da viscosidade da solução 

influencia as propriedades de cristalização. Além disso, observou-se que 

as taxas de crescimento e maturação dos cristais de gelo são afetadas 

pele presença de componentes como lactose, que atua como um agente 

crio-protetor, prejudicando assim a separação (BLANQUET et al., 

2005).  Comportamento semelhante já havia sido observado por Aider, 

Halleux e Akbache (2007) ao concentrar soro de leite por 

crioconcentração.  

Para a indústria de derivados lácteos, o emprego da 

crioconcentração se torna interessante em termos da manutenção de 

sabores específicos no leite concentrado. O leite pode ser facilmente 

concentrado através da técnica de evaporação, contudo, Aider e Ounis 
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(2012) confirmaram que a sua estabilidade é afetada em temperaturas 

acima de 70°C podendo causar a agregação irreversível de proteínas 

sensíveis ao calor. Ao utilizar o método de crioconcentração em 

substituição às técnicas que empregam calor para concentrar, seria 

possível diminuir os danos aos compostos termossensíveis presente no 

leite e ainda promover o aumento do teor de proteínas e lactose, 

agregando valor à matéria prima e diversificando a produção no setor 

lácteo (AIDER; OUNIS, 2012).  

O emprego desta tecnologia assegura maior qualidade do produto 

concentrado (AIDER; DE HALLEUX, 2009), proporcionando a 

remoção mais seletiva da água do que a evaporação ou processo de 

separação por membranas, como a microfiltração e a ultrafiltração 

(YEE; WILEY; BAO, 2007). Por fim, pode-se citar a aplicação desta 

tecnologia em soro de leite (AIDER; DE HALLEUX; AKBACHE, 

2007), suco de frutas (SÁNCHEZ et al., 2009) e leite em pó desnatado 

(AIDER; OUNIS, 2012). Do ponto de vista de valorização, novas 

opções de utilização do leite concentrado, como por exemplo, na 

produção de queijos frescos, devem ser levadas em consideração. 

1.3 QUEIJOS FRESCOS  

Queijos frescos são produzidos com leite pasteurizado por meio 

da coagulação enzimática do leite utilizando coalho e/ou outras enzimas 

coagulantes apropriadas, podendo ser sem adição de bactérias lácticas 

específicas (BRASIL, 1997), onde ocorre a coagulação das micelas de 

caseína desestabilizadas (SGARBIERI, 2005). Estes tipos de queijos 

apresentam coloração branca e sabor suave levemente ácido (BURITI; 

DA ROCHA; SAAD, 2005). São classificados como muito alta 

umidade, devendo ser consumidos frescos (BRASIL, 2004).  

Durante o processo de coagulação do leite, a κ-caseína, localizada 

na superfície das micelas de caseína, sofre hidrólise enzimática nas 

ligações 105 e 106. A porção N-terminal da molécula de κ-caseína, 

denominada para-κ-caseína, permanece ligada à micela, enquanto que a 

porção C-terminal, é solúvel na porção aquosa. Com isso, na presença de 

cálcio, pH e temperaturas adequadas, ocorre aglomeração das micelas 

desestabilizadas, resultando na formação da coalhada (FOX et al., 2000). 
As principais características dos queijos frescos são a alta 

atividade de água, pH acima de 5,0, baixo teor de cloreto de sódio e 

ausência de conservantes (BURITI; DA ROCHA; SAAD, 2005). 

Fritzen-Freire et al. (2010) relataram a sobrevivência da Bifidobacterium 

BB-12 em queijo fresco, resultando em um produto com grande 
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potencial e alegações funcionais. Além destes autores, outros trabalhos 

também observaram a sobrevivência das bifidobacterias em condições 

gastrointestinais simuladas adicionadas em queijo de leite de búfala 

Minas Frescal (VERRUCK et al., 2015a) e em queijo Mascarpone 

(ALMEIDA et al., 2017). 

Os queijos frescos por não serem maturados e serem armazenados 

sob refrigeração, oferecem excelentes condições para a sobrevivência de 

microrganismos probióticos (BURITI; DA ROCHA; SAAD, 2005). Para 

o desenvolvimento de queijos contendo bifidobactérias é importante 

estudar as características de crescimento dos microrganismos, bem como 

os efeitos do processo de fabricação do queijo sobre a sobrevivência dos 

mesmos (BOYLSTON et al., 2004). O pH mais elevado, maior teor de 

gordura e consistência mais sólida do queijo oferecem maior proteção 

para os probióticos durante a passagem pelo trato gastrointestinal 

(STANTON et al., 1998). Para a utilização com êxito de bifidobactérias 

em queijos é importante também que o seu emprego não provoque 

grandes alterações na composição, sabor, textura, entre outras 

características, quando comparadas com o produto tradicional, sem 

adição de bifidobactéria (CORBO et al., 2001). 

Técnicas de concentração também vêm sendo aplicadas na 

fabricação de queijos frescos. Uma destas tecnologias é a ultrafiltração, 

cujo queijo é obtido através da adição do coalho diretamente na 

embalagem comercial final, eliminando as etapas de corte da massa e 

dessoragem. Normalmente concentrando o leite, menos coalho é 

necessário para produzir o queijo, apresentando maior rendimento, pois, 

as proteínas do soro (lactoalbumina e lactoglobulina) não são eliminadas 

(CARVALHO; VIOTTO; KUAYE, 2007; HINRICHS, 2001). No 

entanto a elaboração de queijos frescos funcionais a partir de leite 

crioconcentrado ainda não foi estudada.  

1.4 PROBIÓTICOS 

Probióticos podem ser definidos como microrganismos vivos que 

quando administrados em quantidades adequadas conferem benefícios à 

saúde do hospedeiro (FAO/WHO, 2006). Os microrganismos 

probióticos mais usados em alimentos são dos gêneros Lactobacillus e 
Bifidobacterium (MOHAMMADI et al., 2011). Estes gêneros têm sido 

isolados de todas as porções saudáveis do trato gastrointestinal humano, 

sendo que as bifidobactérias têm preferência pela região do íleo terminal 

e os lactobacilos pelo cólon (BIELECKA; BIEDRZYCKA; 

MAJKOWSKA, 2002). 
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Os probióticos fornecem uma série de benefícios à saúde do 

hospedeiro, através da conservação da microbiota intestinal normal, 

proteção contra patógenos (D’AIMMO; MODESTO; BIAVATI, 2007), 

manutenção do sistema imunológico (GILLILAND, 1990), redução do 

nível de colesterol sérico e pressão arterial, atividade anticancerígena 

(RASIC, 2003) e melhor aproveitamento de nutrientes absorvidos do 

alimento (LOURENS-HATTINGH; VILJOEN, 2001).  

Para ser classificado como probiótico um microrganismo deverá 

atender a uma série de requisitos, como por exemplo, ser estável às 

condições do trato gastrointestinal (bile e ácido), ser capaz de aderir à 

mucosa intestinal e ser metabolicamente ativo no intestino (OLIVEIRA 

et al., 2002). Além destes critérios, é desejável também que o 

microrganismo sintetize substâncias antimicrobianas (bacteriocinas) e 

possua antagonismo perante bactérias patogênicas (DUNNE et al., 2001; 

MATTILA-SANDHOLM et al., 2002). Na elaboração de um alimento 

probiótico é importante que o microrganismo probiótico possa ser 

produzido em escala industrial e, portanto resista ao processamento 

(FERREIRA; TESHIMA, 2000). 

Os benefícios à saúde obtidos pelos probióticos podem ser 

alcançados apenas quando o alimento contiver um número de células 

viáveis, durante toda a sua estocagem, maior que 6 log UFC (Unidade 

Formadora de Colônia) por mL ou g do produto (VERRUCK et al., 

2015b). É também necessário que se consuma os produtos probióticos 

regularmente, em aproximadamente 100 g por dia do produto a fim de 

disponibilizar cerca de 8 log UFC, garantindo assim a funcionalidade do 

produto (KARIMI; MORTAZAVIAN; DA CRUZ, 2011). 

1.5 PREBIÓTICOS 

Os prebióticos podem ser definidos como ingredientes 

alimentares não digeríveis que afetam beneficamente o hospedeiro, pois 

estimulam seletivamente a multiplicação e/ou atividade de uma ou mais 

espécies de bactérias no cólon (GIBSON, G. R.; ROBERFROID, 1995). 

Gibson et al. (2004) também definiram prebiótico como um ingrediente 

seletivamente fermentado por probióticos, capaz de promover mudanças 

específicas na composição e/ou atividade da microbiota intestinal do 
hospedeiro. Segundo Gibson e Roberfroid (1995), carboidratos não 

digeríveis (oligossacarídeos e inulina) são exemplos de prebióticos.  

Diversos efeitos podem ser atribuídos ao consumo regular de 

prebióticos, como a estimulação seletiva das bactérias benéficas no 

cólon; redução do risco de câncer de cólon; capacidade em reprimir a 
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ação de patógenos e; modulação de funções fisiológicas, como absorção 

de cálcio (SAAD et al., 2013). Contudo, para que um ingrediente possa 

ser classificado como prebiótico se faz necessária a comprovação de que 

o mesmo é capaz de resistir a acidez gástrica, hidrólise por enzimas; ser 

fermentado pela microbiota gastrointestinal e estimular seletivamente o 

desenvolvimento de bactérias benéficas à saúde no trato gastrointestinal 

(GIBSON et al., 2004).  

A inulina e a oligofrutose são os prebióticos mais estudados 

(PUUPPONEN-PIMIÄ et al., 2002) e utilizados como ingredientes 

funcionais em alimentos (KOLIDA; TUOHY; GIBSON, 2002). São 

classificadas como polissacarídeos não digeríveis encontrados em 

diversas plantas como alho, chicória, alcachofra e cebola, atuando como 

carboidratos de reserva (BOSSCHER, 2009). Por serem resistentes às 

enzimas digestivas, estes polissacarídeos são capazes de chegar ao 

intestino e serem fermentados por bifidobactérias (ROBERFROID, 

2007).  

A inulina é um carboidrato de reserva naturalmente presente nas 

plantas da família Asteraceae (RONKART et al., 2009), sendo que a 

espécie Cichorium intybus (chicória) é a mais usada para a extração 

industrial (ROBERFROID, 2007). A estrutura mais curta é a 

oligofrutose e ambas são classificadas como polissacarídeos não 

digeríveis conhecidos como frutanos (BOSSCHER, 2009). Os frutanos 

do tipo inulina são carboidratos compostos por cadeias lineares de 

unidades de frutose, ligadas entre si por ligações β (2-1), com ou sem 

uma unidade de glicose final e seu grau de polimerização varia entre 10 

e 60 unidades de monossacarídeos (BIEDRZYCKA; BIELECKA, 2004; 

ROBERFROID, 2007) (Figura 1.4). 

Figura 1.4 - Estrutura química da inulina. 

 
Fonte: De Vos et al. (2010). 
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A inulina é comercializada como um pó inodoro, branco, que 

apresenta moderada solubilidade em água e sabor neutro ou levemente 

adocicado dependendo do comprimento da cadeia. Devido a sua 

solubilidade pode ser aplicada em alimentos líquidos (BOSSCHER, 

2009). Além disso, tem a habilidade de formar microcristais quando 

misturada à água ou ao leite, promovendo uma textura finamente 

cremosa, semelhante a da gordura (FRANCK, 2002), sendo utilizada 

como substituto de gordura (KIP; MEYER; JELLEMA, 2006; 

PASEEPHOL; SMALL; SHERKAT, 2008). Devido esta propriedade, a 

inulina pode ser empregada em produtos lácteos, incluindo leites 

fermentados, iogurtes, sobremesas e queijos podendo gerar modificações 

reológicas nestes produtos (CHARALAMPOPOULOS; RASTALL, 

2012).  

1.6 ANÁLISE INSTRUMENTAL DO PERFIL DE TEXTURA (TPA) 

De acordo com Truong e Daubert (2000) a textura de um alimento 

pode ser avaliada através da análise instrumental do perfil de textura 

(TPA). Fox et al. (2000) indicam que a definição de cada parâmetro 

obtido na análise instrumental de textura de um queijo deve ser bem 

estabelecido. Nos queijos a textura é geralmente limitada às sensações 

experimentadas durante a mastigação, indicando a predominância das 

propriedades mecânicas (FOEGEDING; DRAKE, 2007). 

A análise instrumental do perfil de textura resulta em uma curva 

específica para cada tipo de alimento (PONS; FISZMAN, 1996). A 

partir desta curva são gerados múltiplos parâmetros de textura simulando 

os movimentos mecânicos de mordida e mastigação através de curvas de 

força versus tempo (ANJOS et al., 2006).  Para simular duas mordidas, a 

amostra é submetida a duas deformações consecutivas que simulam a 

mastigação (Figura 1.5) (SZCZESNIAK, 1963). Através da curva gerada 

para um queijo é possível determinar diversos parâmetros, sendo que 

estes podem ser divididos como propriedades primárias e secundárias  

(FOX et al., 2000; GUNASEKARAN; AK, 2003).  

As propriedades primárias são classificadas em: 

(a) Firmeza: consiste na força necessária para atingir uma 

deformação; 

(b) Coesividade: é a resistência das ligações internas que 

compõem o queijo;  

(c) Elasticidade: corresponde ao grau de recuperação em que o 

queijo retorna à sua forma original após compressão e;  
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(d) Adesividade: é a quantidade de força requerida para remover 

o queijo que adere à boca durante o processo normal de 

mastigação. 

As propriedades secundárias são classificadas em: 

(a) Mastigabilidade:é a energia requerida para desintegrar um 

pedaço de queijo até o ponto de ser engolido, sendo o 

produto da firmeza, elasticidade e coesividade; 

(b) Gomosidade: consiste na densidade que persiste ao longo da 

mastigação, sendo um produto de baixo grau de firmeza e de 

alto grau de coesividade. 

Em um processo de fabricação de queijos vários fatores 

influenciam a textura final. Entre estes fatores podem ser citados o teor 

de umidade, a acidez e o pH. Contudo, a textura de um queijo durante o 

seu armazenamento pode modificar em decorrência da estrutura da rede 

de caseína, que é afetada pelo teor de proteína, gordura e água, bem 

como pelas atividades bioquímicas que ocorrem continuamente 

(GUNASEKARAN; AK, 2003). 

Figura 1.5 - Curva padrão para determinação dos parâmetros da análise 

instrumental do perfil de textura de queijo, obtida pela relação entre a força e o 

tempo através de dois ciclos de penetração. F1= firmeza; A3= adesividade; 

A2/A1= coesividade; T1/T2= elasticidade; dureza x coesividade = gomosidade; 

gomosidade x coesividade = mastigabilidade.   

 
Fonte: Szczesniak (1963). 
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1.7 ANÁLISE REOLÓGICA 

A análise reológica avalia a deformação e o escoamento de 

materiais sólidos ou fluidos, em resposta a ação de uma força. Os 

parâmetros de deformação se referem aos materiais sólidos, como os 

queijos, ao passo que, os valores de escoamento dizem respeito aos 

materiais líquidos, como o requeijão cremoso (ANJO, 2000).  

O estudo da deformação de um produto é feito utilizando 

instrumentos diversos e os resultados destes ensaios são avaliados com o 

intuito de compreender os efeitos de modificações no processo, 

composição, armazenamento, entre outros (JOSHI et al., 2004). Na 

reologia o parâmetro tensão é definido como a força por unidade de área, 

enquanto que a deformação corresponde à mudança relativa na forma ou 

dimensão a uma determinada tensão. A tensão aplicada no sentido 

normal ou cisalhante define o sentido da deformação (RAO, 1992; 

PRENTICE et al., 1993). 

De acordo com a resposta ao estímulo mecânico, o material pode 

ser classificado como elástico ou viscoso (MACHADO, 2002). Segundo 

a lei de Hooke, para um sólido perfeitamente elástico a deformação é 

proporcional à tensão aplicada e vice-versa. No caso de um material 

viscoso ideal este obedece à lei de Newton, a qual define que a tensão e 

a taxa de cisalhamento estão relacionadas através de uma característica 

intrínseca que é a viscosidade (CASSU; FELISBERTI, 2005).  

Um material viscoelástico, como é o caso dos queijos (LUCEY; 

JOHNSON; HORNE, 2003), apresenta ao mesmo tempo propriedades 

elásticas de um sólido ideal e também de fluidez de um liquido ideal. As 

características reológicas de um material viscoelástico são dependentes 

do tempo de aplicação da tensão ou da deformação. Esta 

viscoelasticidade pode ser linear ou não linear. No caso de materiais com 

viscoelasticidade linear os parâmetros reológicos são dependentes 

apenas do tempo, e não da tensão aplicada ao material e sempre haverá 

uma relação linear entre a tensão e deformação (RAO, 1992; BOURNE, 

2002). As características de viscoelasticidade dos queijos resultam da 

contribuição individual e da interação entre os principais constituintes 

que são proteínas, gordura, minerais e água (FOX et al., 2000). 

O teste de compressão uniaxial é utilizado para avaliar as 

propriedades reológicas de queijos. Neste teste, a deformação aplicada 

ao material é suficientemente grande para causar a fratura do material 

(Figura 1.6), obtendo informações sobre tensão de ruptura (σR) e 

deformação de ruptura (εR) (TUNICK, 2000). Estas propriedades podem 
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ser correlacionadas com parâmetros sensoriais como firmeza e 

elasticidade (FOX et al., 2000). 

Figura 1.6 - Curva de tensão versus deformação em queijos. 

 
Fonte: Tunick (2000).  

Na determinação da compressão uniaxial, uma amostra de forma 

e tamanho conhecido é colocada entre duas placas paralelas, sendo a 

superior movida para baixo a uma velocidade constante, enquanto é 

construída uma curva de força em função do tempo (ROHM; JAROS, 

2011). Os dados resultantes de força versus tempo são convertidos em 

valores de tensão e deformação (GUNASEKARAN; AK, 2003). A 

deformação de ruptura é uma medida instrumental de elasticidade em 

queijos, ao passo que a tensão de ruptura é considerada uma medida 

instrumental da firmeza do queijo. Vários outros parâmetros podem ser 

determinados a partir das curvas de tensão-deformação como, por 

exemplo, o limite de elasticidade ou resistência ao escoamento, à 
resistência final, à flexibilidade, entre outros (GUNASEKARAN; AK, 

2003). 
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1.8 ANÁLISE DE COR  

A cor é um dos atributos utilizados para averiguar a qualidade dos 

alimentos, in natura ou processados, dessa forma estando relacionada à 

aceitabilidade de um produto perante o consumidor (DELAHUNTY; 

DRAKE, 2004). Além disso, através da análise de cor é possível 

estabelecer um perfil de vida útil de um alimento (GONZALES; 

BURIN; BUERA, 1999). Para a avaliação instrumental da cor utiliza-se 

um colorímetro triestímulo, o qual proporciona medições correlatas à 

percepção do olho humano. Em 1976, a Commission Internationale 

d’Eclairage (CIE) recomendou o uso da escala de cor CIE L*a*b*, ou 

CIELAB, com a intenção de estabelecer um padrão que melhor 

representa a sensibilidade humana para a cor. O parâmetro L* varia de 0 

a 100, indicando a variação da coloração preta a branca. Os eixos a* e b* 

não apresentam limites numéricos específicos, mas a coordenada a* 

indica a variação do vermelho (+a*) ao verde (-a*), enquanto a 

coordenada b* a variação do amarelo (+b*) ao azul (-b*) (Figura 1.7). A 

determinação instrumental da cor mais utilizada em queijos é através do 

uso de um colorímetro, que emprega a escala CIEL*a*b* (CUNHA; 

DIAS; VIOTTO, 2010; FRANCIS, 1995). Estudos prévios utilizaram a 

análise colorimétrica para estabelecer diferenças entre formulações de 

queijos adicionados de probióticos e prebióticos (ALMEIDA et al., 

2017; VERRUCK et al., 2015b). 

Figura 1.7 - Coordenadas tridimensionais para medida instrumental da cor.  

 
Fonte: Hunterlab (1996). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

- Através deste projeto de doutorado foi possível concentrar leite 

desnatado através da técnica de crioconcentração em bloco, obtendo ao 

final um concentrado com o dobro de sólidos totais.  

- O leite concentrado obtido no segundo estágio de 

crioconcentração em bloco, o que apresentou maior transferência de 

massa, foi utilizado para o desenvolvimento de formulações de queijos 

frescos funcionais, adicionados de bactérias probióticas 

(Bifidobacterium BB-12) e ingredientes prebióticos (inulina), permitindo 

assim o desenvolvimento de produtos lácteos com características físicas 

e microbiológicas específicas.  

- Os queijos frescos funcionais desenvolvidos foram submetidos à 

simulação gastrointestinal in vitro onde foi possível observar o efeito 

protetor da matriz de queijo e também garantir os efeitos benéficos ao 

hospedeiro uma vez que os queijos (Probiótico e Simbiótico) resistiram 

às condições gastrointestinais simuladas in vitro.  

- Independentemente, a técnica de crioconcentração progressiva 

foi aplicada  para concentrar leite UHT desnatado, avaliando as 

melhores condições de operação para esta matéria prima (temperatura e 

agitação). 

- Através deste estudo foi possível demonstrar o potencial 

inovador desta tecnologia emergente (crioconcentração) e a sua 

aplicabilidade no setor alimentício, ressaltando o seu potencial inovador 

para  o setor lácteo. 

- Por fim, novos estudos relacionados aos parâmetros de operação 

devem ser conduzidos com o objetivo de diminuir a retenção de sólidos 

na fração de gelo, como por exemplo ensaios de recuperação de solutos 

na fração de gelo (reciclagem). Além disso, o estudo de novas aplicações 

destes concentrados no desenvolvimento de novos produtos. 
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