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RESUMO

O leite pode se tornar instavel pela reducdo do pH, causada pela fermentagéo da lactose, sendo
entdo classificado como leite acido. Ha também casos em que o leite apresenta pH e acidez
normais, mas permanece instavel, caracterizando-se como leite instavel ndo acido (LINA). O
LINA é rejeitado pelos laticinios, pela alteracdo na estrutura das micelas de caseina, que
desestabilizam com o calor, provocando precipitagdo das proteinas durante o processamento
térmico. Na producéo de queijos, a coagulacdo € necessaria, assim, uma menor estabilidade do
leite pode ndo afetar o processo. Na fabricacdo de queijos duros, é adicionado cloreto de célcio
(CaCly) para aumentar o teor de célcio soltvel no leite, que atua na formagéo da massa do queijo
e, se ndo adicionado, a coagulacdo sera demorada e incompleta. Assim, o objetivo desse estudo
foi elaborar queijos tipo grana com LINA e leite estavel, com e sem adicdo de CaCly, para
determinar a influéncia do LINA nas caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais e comparar
com o queijo produzido com leite estavel. No leite, foram realizados o teste do alcool (72, 74 e
76% (v/v)), acidez titulavel, contagem bacteriana total, contagem de células somaticas, pH,
estabilidade térmica, calcio total e i6nico, proteinas totais, % de gordura e lactose, extrato seco
total, extrato seco desengordurado e condutividade elétrica has amostras de LINA e leite estavel
(LE). Nos queijos, foram determinados o rendimento, caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas, calcio total, indices de maturacéo, cor, textura e sensorial. O LINA apresentou
teor de proteina (3,32 g/100g) e lactose (4,90 g/100g) menor que o LE (3,54 ¢g/100g e 5,21
0/100g respectivamente) e maior teor de gordura (4,32 g/100g), célcio total (222,5 mg%) e
i6nico (0,1283 g/L) quando comparado com o leite estavel (3,62 g/100g, 163,5 mg% e 0,0824
o/L respectivamente). As caracteristicas fisico quimicas foram semelhantes ao LE, tendo
diferenca somente na condutividade elétrica do leite (5,61 mS no LE e 5,78 mS no LINA) pelo
maior teor de calcio ibnico presente nesse leite. O LINA interferiu nas caracteristicas dos
queijos, bem como a adi¢do de CaCl, na formulagdo. Os queijos produzidos com LINA tiveram
menores valores de pH (5,19 com CaCl; e 5,18 sem CaCl,) maior acidez (0,98 com CaCl; e
0,82 sem CaCl) e menores teores de umidade (28,52 com CaCl; e 29,27 sem CaCl), quando
comparados com 0s queijos produzidos com LE. As caracteristicas microbioldgicas de todos os
queijos avaliados estavam dentro do padrdo exigido pela legislacdo. O LINA interferiu no perfil
de textura dos queijos deixando-os mais duros quando produzidos com CaCl, e com menor
dureza quando produzidos sem CaCl.. A analise sensorial, mostrou que todos 0s queijos
produzidos obtiveram boa impressdo global (notas maiores que 7,0) boa aceitacdo (acima de
70%) e intencdo de compra pelos avaliadores (a maioria dos avaliadores provavelmente
comprariam). Sendo assim, conclui-se que o LINA pode ser utilizado para produzir queijos
duro tipo grana, e seu maior teor de calcio idnico pode substituir o CaCl> na formulacao.

Palavras-chave: Célcio idnico. Contagem de células somaticas. Instabilidade do leite. LINA.
Queijos maturados.



ABSTRACT

Milk can become unstable due to a reduction in pH caused by lactose fermentation, thus being
classified as acid milk. There are also cases where milk presents normal pH and acidity but
remains unstable, characterizing it as non-acid unstable milk (LINA). LINA is rejected by
dairies due to the alteration in the structure of casein micelles, which destabilize with heat,
causing protein precipitation during thermal processing. In cheese production, coagulation is
necessary, so lower milk stability may not affect the process. In the manufacture of hard
cheeses, calcium chloride (CaCl2) is added to increase the soluble calcium content in milk,
which aids in the formation of the cheese mass, and if not added, coagulation will be slow and
incomplete. Thus, the objective of this study was to produce grana-type cheeses with LINA and
stable milk, with and without the addition of CaCl2, to determine the influence of LINA on the
physicochemical characteristics and whether. In the milk, the alcohol test (72, 74, and 76%
(v/v)), titratable acidity, total bacterial count, somatic cell count, pH, thermal stability, total and
ionic calcium, total proteins, % of fat and lactose, total dry extract, defatted dry extract, and
electrical conductivity were carried out on the samples of LINA and stable milk (LE). In the
cheeses, yield, physicochemical and microbiological characteristics, total calcium, ripening
indices, color, texture, and sensory evaluation were determined. LINA showed lower protein
content (3.32 g/100g) and lactose (4.90 g/100g) compared to LE (3.54 g/100g and 5.21 g/100g
respectively) and higher fat content (4.32 g/100g), total calcium (222.5 mg%) and ionic (0.1283
g/L) when compared with stable milk (3.62 g/100g, 163.5 mg% and 0.0824 g/L respectively).
The physicochemical characteristics were similar to LE, with the only difference being the
electrical conductivity of the milk (5.61 mS in LE and 5.78 mS in LINA) due to the higher ionic
calcium content present in this milk. LINA interfered with the characteristics of the cheeses, as
well as the addition of CaClI2 in the formulation. The cheeses produced with LINA had lower
pH values (5.19 with CaCl2 and 5.18 without CaCl2), higher acidity (0.98 with CaCl2 and 0.82
without CaCl2), and lower moisture content (28.52 with CaCl2 and 29.27 without CaCl2), when
compared to the cheeses produced with LE. The microbiological characteristics of all the
evaluated cheeses were within the standards required by legislation. LINA interfered with the
texture profile of the cheeses, making them harder when produced with CaCl2 and less hard
when produced without CaCl2. The sensory analysis showed that all the produced cheeses
received a good overall impression (scores higher than 7.0), good acceptance (above 70%), and
purchase intention from the evaluators (most evaluators would likely buy them). Thus, it is
concluded that LINA can be used to produce hard cheeses of the Grana type, and its higher
ionic calcium content can replace CaCl2 in the formulation.

Keywords: Aged cheeses. lonic calcium. LINA. Milk instability. Stable milk.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira posi¢do no ranking mundial de producéo de leite, sendo os
estados de Minas Gerais, Parana e Rio Grande do Sul os que destacam como os principais
produtores nacionais. No estado do Parana, a atividade leiteira tem apresentado crescimento
continuo nos ultimos anos, consolidando a regido Sudoeste, desde 2016, como a principal bacia
leiteira estadual e uma das mais relevantes do pais. A regido dos Campos Gerais demonstra
expressiva participacdo na atividade, com os municipios de Carambei, Castro e Arapoti
figurando entre os maiores produtores de leite no estado. Nesse contexto, o municipio de Castro
(PR) se sobressai como o maior produtor de leite em nivel nacional.

Além da alta producdo, € indispensavel que o leite produzido seja de qualidade e isso
exige um controle rigoroso, desde o manejo nutricional dos animais, cuidados durante a
ordenha, armazenamento e o transporte do leite até a industria. Para garantir o maximo de
qualidade do leite, o Brasil conta com as Instru¢des Normativas 76 e 77 de 2018 do Ministério
da Agricultura (MAPA), que estabelecem normas para a producdo e padrées fisico-quimicos
para o leite cru e industrializado, para pardmetros de pH, acidez, estabilidade ao alcool e ao
alizarol, densidade relativa, teor de gordura e proteina, indice crioscdpico, contagem de células
somaticas (CCS) e a contagem padrdo em placas (CPP).

A estabilidade do leite é um dos parametros de qualidade exigidos pela legislacéo e
sua avaliacdo € realizada por meio do teste do alcool. O alcool utilizado no teste promove a
desidratacdo das proteinas, reduzindo a constante dielétrica do meio, levando ao aumento da
dissolucdo de sais e reducdo da carga negativa das micelas, fazendo com que aumente a
precipitacdo das caseinas. Sendo assim, quando o leite coagula no teste é classificado como
instavel. A legislagédo brasileira exige submeter o leite ao alcool 72 °GL e 0 mesmo néo
apresentar precipitacdo para ser aceito.

O leite pode apresentar instabilidade devido a queda de pH, que normalmente ocorre
pela fermentagdo da lactose por micro-organismos mesofilos com produgdo de acido latico;
esse leite € chamado de leite acido. Por outro lado, o leite pode apresentar niveis normais de pH
e acidez titulavel e mesmo assim apresentar instabilidade; esse leite € chamado de leite instavel
ndo acido ou LINA. A industria de lacteos rejeita o LINA, pois esse leite ndo mantém sua
integridade quando submetido a elevadas temperaturas durante o processamento térmico, e isso

gera prejuizos para a cadeia produtiva e penalizac6es ao produtor.
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O consumo do LINA ndo é prejudicial a satde, uma vez que nao é um leite adulterado
ou contaminado, porém, apresenta alteracdes fisico-quimicas que podem comprometer sua
estrutura durante o processamento na inddstria. A instabilidade do leite pode causar
precipitacdo das proteinas durante o processamento do leite Ultra High Temperature (UHT),
aderindo-se aos equipamentos, resultando em elevacdo dos custos de limpeza e aumento no
descarte do leite pela inddstria. Estudos mostram que o leite estavel apresenta teores de proteina
e lactose superiores ao LINA. Por outro lado, o LINA pode apresentar teores de gordura e calcio
ibnico superiores ao leite estavel, que em algumas situacdes pode ser desejavel para a fabricacéo
de alguns produtos.

Apesar das dificuldades relatadas na literatura quanto a composicéo fisico-quimica e
ao comportamento tecnoldgico do leite instavel ndo acido (LINA) durante o processamento
industrial, ainda sdo escassos os estudos relacionados a sua aplicacéo na elaboracéo de produtos
lacteos. O LINA apresenta composicdo semelhante a do leite considerado estavel e encontra-se
em conformidade com os parametros estabelecidos pela Instru¢cdo Normativa n° 76/77 (Brasil,
2018). A instabilidade das micelas da caseina, caracteristica desse tipo de leite, pode ndo
comprometer determinados processos, como a fabricacdo de queijos, nos quais se emprega
pasteurizacdo lenta e adicdo de enzimas proteoliticas especificas para a formacao do coagulo.
Assim, o uso de LINA na producéo de queijos frescos tem sido apontado como uma alternativa
viavel. No entanto, inexistem registros na literatura sobre a utilizacdo desse leite na fabricacéo
de queijos maturados. Diante dessa lacuna, o presente estudo teve como objetivo geral avaliar
a viabilidade de producéo e as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, sensoriais e de

maturacdo de queijo duro tipo grana elaborado a partir de leite instavel ndo &cido (LINA).
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais € de maturacdo de queijo duro

tipo grana elaborado com leite estavel e leite instavel ndo &cido (LINA).

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o LINA e o leite estavel por meio de analises fisico-quimicas e
microbioldgicas.

e Produzir queijos duros tipo grana com LINA e com leite estavel pasteurizados,
adicionados ou nao de CaCly,

e Auvaliar a influéncia do CaCl, nas caracteristicas fisico-quimicas e de maturagdo dos
queijos.

e Determinar o rendimento dos queijos produzidos com LINA e com leite estavel.

e Avaliar as caracteristicas microbioldgicas dos queijos produzidos com LINA e
comparar com o queijo produzido com leite estavel, no inicio e ao final da maturacao.

e Avaliar as caracteristicas sensoriais dos queijos produzidos com LINA e com leite

estavel.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  COMPOSICAO E CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO LEITE

O leite e seus derivados estdo entre os alimentos mais consumidos em todo o mundo,
pois sdo altamente nutritivos e essenciais para a nutricdo humana (Moura et al., 2017). A
composi¢do do leite é de suma importancia para a inddstria processadora, que depende do
conhecimento das suas caracteristicas fisico-quimicas para a elaboracédo de diferentes produtos
lacteos, e também para assegurar a sua qualidade (Silva et al., 2019b).

O leite é composto por cerca de 88 g/100 g de agua, 3,2 g/100 g de proteina, 3,4 g/100
g de gordura, 4,7 g/100 g de lactose e 0,72 g/100 g de minerais (Wattiaux, 2008). Do ponto de
vista fisico-quimico, o leite € uma mistura homogénea de diversas substancias como lipideos,
proteinas, lactose, enzimas, sais e vitaminas, das quais algumas estdo em emulsdo como a
gordura e as substancias associadas, outras em suspensdo como as caseinas e ligadas a sais
minerais, e outras em dissolu¢do como a lactose, vitaminas hidrossoluveis, proteinas do soro e
sais (Fox et al., 2017).

3.1.1 Proteinas

O leite bovino apresenta, em média, 3,2 a 3,5% de proteina, sendo constituido por
compostos nitrogenados, dentre os quais 95% ocorrem como proteinas e 5% como compostos
nitrogenados ndo proteicos (Tronco, 2010). As principais proteinas presentes no leite sdo as
caseinas (o, B, k) e as proteinas do soro (B-lactoglobulina (BLG), a-lactoaloumina (ALA),
albumina do soro bovino (BSA), imunoglobulinas (Ig) e glicomacropeptideos (GMP)). As
caseinas constituem de 76 a 86% das proteinas presentes no leite, sendo 0s componentes
determinantes do rendimento industrial na producéo de queijos e ricota (Gonzalez et al., 2021).
Algumas das principais propriedades tecnolégicas do leite (estabilidade ao alcool, ao calor e a
coagulacao por coalho), séo proporcionadas pelas caracteristicas fisico-quimicas das micelas
de caseina (Fox; Brodkorb, 2008).

As caseinas sdo secretadas na forma de micelas, ou seja, grupamentos de varias
moléculas de caseina ligadas a ions (fosfato e o célcio) e se encontram em suspenséo no leite.
Os subgrupos das micelas de caseina sdo formados principalmente pela asl-caseina, que €

considerada a fragdo mais susceptivel ao efeito de proteases, ¢ a fragdo as2-caseina, altamente
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hidrofilica e com grande sensibilidade ao calcio ionizavel (Silva et al., 2019b). A fracdo de B-
caseina € mais sensivel em baixas temperaturas, tornando-se também susceptivel as proteases
presentes no leite. A fracdo considerada menos hidrofobica, responsavel por manter a
estabilidade proteica da micela, é a k-caseina, que sofre menos efeito do calcio soluvel, em
comparacao com as demais fracGes, mantendo assim a estrutura e a repulséo eletrostatica entre
as micelas em solucdo no leite (Cruz et al., 2016).

Na solucdo do leite, estdo as proteinas do soro a-lactalbumina e -lactoglobulina, que
podem ser produzidas na glandula mamaria, ou podem passar diretamente do sangue para a
glandula mamaria, como a albumina sérica e as imunoglobulinas (Brasil, 2015). O leite possui
ainda uma fracdo de nitrogénio-nao proteico (NNP), constituindo cerca de 5% da proteina bruta
do leite, composta principalmente de ureia (aproximadamente 48%) e em menor quantidade de

creatinina, amoénia e outros compostos nitrogenados (Silva et al., 2019b).

3.1.2 Gorduras

A gordura faz parte da composicdo energética do leite e € responsavel pelas
propriedades fisicas, tecnoldgicas e sensoriais do leite e seus derivados (Gonzalez et al., 2021).
E o componente com maior variacio percentual (3 a 6%), que ira depender da raca do animal,
época do ano, nutricdo e periodo de lactacdo dos animais (Nekrasov et al., 2018). As gorduras
presentes no leite sdo compostas por moléculas organicas apolares (insollveis em agua),
formadas a partir de &cidos graxos (-COOH) e alcool (-OH) (Nelson; Cox, 2014). As células
epiteliais mamarias que formam os alvéolos sdo responsaveis pela sintese da gordura do leite,
que é feita a partir de substancias extraidas do sangue (Gonzalez; Silva, 2017), sendo secretada
na forma de glébulos, compostos principalmente de triglicerideos (Argov et al., 2014).

As gorduras do leite apresentam alguns acidos graxos benéficos a satde, como o &cido
oleico e os isémeros do &cido linoleico conjugado (CLA), que estdo associados a reducao do
colesterol e efeitos anticarcinogénicos (Kratz et al., 2013). Maiores niveis de gordura no leite
sdo buscados pelos laticinios, pois podem aumentar o rendimento de alguns produtos nobres,
como alguns tipos de queijo (Gonzélez et al., 2021). Nos queijos tipo grana, a gordura ou sua
padronizacdo, permitem a obtencdo da textura desejada. Nos queijos maturados, as lipases
microbianas hidrolisam a gordura, liberando acidos graxos que conferem sabor e o aroma final
ao produto (Wiking et al., 2019).
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3.1.3 Lactose

A lactose é o principal carboidrato encontrado no leite, sendo um dissacarideo composto
por uma molécula de glicose ligada a uma molécula de galactose. Este acucar possui um papel
muito importante na sintese do leite, e sua fungédo estd relacionada com a manutencdo da
osmolaridade e com os processos de producio e secrecdo (Guinard-Flament et al., 2006). E
responsavel por atrair a agua para o leite (cerca de 50% da pressdo osmética para a sintese do
leite), que confere o volume do leite produzido (Boutinaud et al., 2008). A concentracdo média
de lactose no leite varia em torno de 4,7 a 5,2 g/ 100 mL, podendo ocorrer pequenas variacdes

de um animal para outro (Tronco, 2010).

3.1.4 Minerais

Os minerais estdo presentes no leite, e séo classificados em macrominerais, sendo
pertencentes a este grupo o sodio, potassio, cloreto, célcio, magnésio e fosforo, e alguns tragos
de elementos como ferro, cobre, zinco, manganés, selénio, iodo, cromo, cobalto, molibdénio,
fldor, arsénio, niquel, silicio e boro (Vahcic et al., 2010). Os minerais sdo responsaveis por
manter o equilibrio constante do leite, dependendo do pH, temperatura e concentracdo salina,
por isso, mudancas na concentracdo de sais influenciam em sua estabilidade (Nelson; Cox,
2014).

Os minerais presentes no leite podem estar integrados as micelas da proteina ou isolados
em solucdo, permanecendo em constante equilibrio na fase soltvel ou livres e na fase coloidal
(Orddiiez et al., 2005) representando cerca de 0,6 - 0,8% do peso do leite, sendo o calcio o mais
importante para a saide humana (Neves, 2021). O célcio possui fun¢fes no organismo humano
como a formacgdo e manutencdo de 0ssos e dentes, regulacdo dos batimentos cardiacos,
participacdo na atividade de algumas enzimas e no ajuste do balanco de ions célcio, sédio, cloro

e magnésio (Philippi, 2014).

3.1.5 Enzimas

As enzimas presentes no leite originadas nas células do tecido mamario, plasma
sanguineo e nos leucdcitos do sangue, sdo catalisadores bioguimicos, ou seja, promovem a

hidrélise dos componentes do leite, e a sensibilidade ao calor de algumas enzimas como a
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fosfatase alcalina e a lactoperoxidase, € utilizada como controle em tratamentos térmicos como
a pasteurizagdo (Sosnowski et al., 2016). A fosfatase alcalina se encontra associada @ membrana
dos globulos de gordura do leite, na interface &gua/gordura (Fox et al., 2017). Para garantir uma
pasteurizacdo efetiva, a atividade desta enzima deve ser diminuida em torno de quinhentas
vezes, comparado ao leite cru (Ceni et al., 2016). A lactoperoxidase € a segunda enzima mais
abundante no leite bovino, classificada como termoresistente e inativada em temperaturas acima
de 80° C por mais de 2,5 segundos, sendo utilizada para monitorar se o leite foi tratado
termicamente em temperatura acima da ideal (Lorenzen et al., 2010).

A plasmina é a principal protease presente no leite e é encontrada juntamente com o
seu precursor inativo, o plasminogénio. Essa enzima ¢ responsavel por degradar -, aS1- e aS2-
caseina, (Ismail; Nielsen, 2010). E classificada como proteinase alcalina e encontra-se
associada as fracOes de caseina, sendo responsavel por aproximadamente 90% da protedlise
total que ocorre no leite (Draxler; Medcalf, 2015). Os componentes da plasmina interagem entre
si e com outros componentes do leite, como a caseina e as proteinas do soro, promovendo ou
inibindo a proteodlise, dependendo da intensidade do tratamento térmico e das condicGes de
armazenagem do leite (Santos et al., 2018).

A ativacdo de plasminogénio no leite € promovida principalmente pela presenca das
células somaticas, presentes na mastite. Os principais ativadores da plasmina sdo a trombina,
catepsina D, proteases acidas do leite e aminopeptidases, além das proteases derivadas de
células somaticas (Pinto et al., 2016). No leite estavel, a relacdo entre plasmina ativa e
plasminogénio é, na maioria dos casos, de 1:5, além disso, estdo presentes também substancias
termolabeis inibidoras de plasmina. Como consequéncia, o potencial de degradacgéo do sistema
plasmina-plasminogénio no leite depende do balango entre enzima ativa e seus precursores e
inibidores (Pinto et al., 2016). Qualquer fator que converta o plasminogénio em plasmina
resulta na protedlise da caseina, e proporciona um impacto negativo na funcionalidade da
proteina do leite. Os constituintes das células somaticas sdo capazes de realizar esta conversdo
(Gaucher et al., 2008).

3.2 PARAMETROS DE QUALIDADE DO LEITE

A qualidade do leite é influenciada por varios aspectos, como fatores zootécnicos
associados a nutricdo dos animais, manejo, potencial genético dos rebanhos e fatores

relacionados a obtencdo e armazenamento do leite (Moura et al., 2017). Com o objetivo de
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padronizar a producdo de leite e garantir o maximo de qualidade, o Programa Nacional de
Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL) por meio das instru¢ées normativas (IN) de n° 76 e
77, estabeleceu normas de producéo e padrées fisico-quimicos do leite, visando melhorias na
qualidade do leite cru e industrializado brasileiro (Brasil, 2018).

Pelas normas da IN n° 76, o leite deve apresentar: pH entre 6,6 e 6,8, acidez entre 0,14
e 0,18 g de acido latico/mL, estabilidade ao alizarol na concentracdo minima de 72% (v/v),
densidade relativa entre 1,028 e 1,034 g/mL, teor de gordura de no minimo 3,0 g/100 g e de
proteina total de 2,9 ¢g/100 g, indice crioscopico entre -0,530 °H e -0,555 °H, contagem de
células sométicas (CCS) de no maximo 500.000 CS/mL e a contagem padrdao em placas (CPP)
de no méximo 300.000 UFC/mL (Brasil, 2018). O controle da qualidade do leite que chega a
plataforma de recepcéo das usinas de beneficiamento e nos laticinios, além de ser fundamental
para garantir a seguranca dos alimentos, norteia a forma de processamento dessa matéria-prima
(Ciprandi et al., 2012). Existem alguns testes necessarios e obrigatdrios, que devem ser
realizados no leite, que servem para atestar sua qualidade, determinar possiveis adulteracées,
uso indevido de antibidticos e se 0 mesmo esta apto para ser processado.

Os testes realizados sdo: analise de temperatura, analise de indice crioscopico,
densidade, teor de gordura, pesquisa de fosfatase e peroxidase, extrato seco total (EST) e extrato
seco desengordurado (ESD), neutralizantes de acidez, pesquisa de agentes inibidores do
crescimento microbiano e teste do alcool e alizarol (Brasil, 2018). A qualidade e seguranca do
leite cru refrigerado estdo diretamente associadas a rapidez no resfriamento apds a ordenha e a
manutencdo da cadeia fria até o processamento. A temperatura elevada acelera a multiplicacao
microbiana, causando fermentacéo, alteracdo de sabor, aumento da acidez e perda da qualidade
(Tronco, 2010). A IN 76 determina que a temperatura no descarregamento nos laticinios nao
pode ser superior a 7° C (Brasil, 2018).

O indice crioscopico é a medida do ponto de congelamento do leite. Esse teste é
utilizado para identificar adulteracdes no leite por adicdo de agua, ja que a temperatura de
congelamento do leite é inferior a temperatura de congelamento da agua (devido a lactose e sais
minerais presentes no leite). Os valores para o indice crioscopico devem estar entre - 0,530 ° H
e -0,555 ° H, equivalente a -0,512 ° C e a -0,536 ° C (Brasil, 2018). A densidade é a relagéo
entre a massa e 0 volume do leite, e normalmente é medida a 15 °C (Paula et al., 2009). A
densidade abaixo do minimo estabelecido pela legislagéo, indica a adi¢do de substancias ao
leite, como por exemplo agua, pois a densidade do leite fica em torno de 1,028 a 1,035 g/cm?3 a
15,5 °C, caracterizando-se por ser mais denso que a agua. O leite pasteurizado, de acordo com

0 contetido da mateéria gorda, é classificado como integral (minimo de 3,0g/100 g de gordura),
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semidesnatado (0,6 a 2,99/100 g) e desnatado (0,59/100 g). Se houver padronizacao, o teor de
gordura do leite pasteurizado deve ser indicado no painel principal do rétulo,
independentemente da classificacdo quanto ao teor de gordura (Brasil, 2018).

A pesquisa de fosfatase e peroxidase € realizada para detectar essas duas enzimas que
sdo utilizadas como indicadores de qualidade térmica no leite; Extrato seco total (EST) e extrato
seco desengordurado (ESD) (parametros que indicam a densidade nutricional do leite: valores
baixos (abaixo de 8,4%) podem indicar adulteragdo com agua); Neutralizantes de acidez (N&o
sdo permitidos em leite, pois: Podem ser toxicos em certas quantidades, alteram o equilibrio
quimico do leite podem formar compostos perigosos), pesquisa de agentes inibidores do
crescimento microbiano (presenca de antibidticos veterinarios (como penicilina, tetraciclina,
antissépticos e desinfetantes (como formol, peroxido de hidrogénio, hipoclorito e conservantes
como agua oxigenada e &cido borico) e teste do alcool e alizarol que é utilizado para detectar
se o leite esta instavel ou seja, se vai talhar ou coagular durante o processamento térmico (ex:
pasteurizacdo) (Brasil, 2018).

As enzimas de maior interesse da industria lactea sdo a fosfatase alcalina e a
peroxidase, que sdo utilizadas para controlar o grau de aquecimento do leite, ja que séo
eficientes para indicar se o leite passou pelo processo de pasteurizacdo adequado (Tronco,
2010). A fosfatase alcalina é encontrada geralmente no leite cru e € inativada pela temperatura
durante o processo de pasteurizacdo a 72°C por 15 segundos. Portanto, se a enzima estiver
presente na amostra de leite pasteurizado, indicara que o leite ndo passou por um tratamento
térmico adequado, podendo ter ocorrido mistura ou contaminacao com leite cru (Tronco, 2010).
O leite com pasteurizacdo adequada apresentara na analise, resultado positivo para peroxidase
e negativo para fosfatase (Koblitz, 2011).

Matéria seca total ou extrato seco total (EST) sdo todos os compostos do leite exceto
a agua. Existem trés formas para determinar o EST: gravimetria, 0 método de Ackerman, e
tabelas. No método gravimétrico uma amostra de leite é desidratada e o extrato seco é pesado.
No método de Ackerman sdo utilizados os valores da densidade e teor de gordura, que séo
ajustados no disco de Ackermann; os circulos interno e médio correspondem a densidade
corrigida e a porcentagem de gordura. Ja as tabelas se baseiam na dependéncia da matéria seca
e da relacdo entre teor de gordura e densidade. O extrato seco desengordurado (ESD), possui
todos os compostos do leite com excecdo de dgua e gordura, podendo variar em funcao do tipo
de alimentacéo oferecida aos animais (Tronco, 2010).

Os neutralizantes de acidez sdo empregados para mascarar a acidez produzida pelos

microrganismos no leite. Seu uso acarreta alteragdes nos resultados das analises, podendo
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indicar baixa acidez, alto pH e teores mais elevados de sddio e lactato. J& os reconstituintes da
densidade s&o substancias utilizadas para mascarar a adi¢cdo de agua ou de soro de queijo ao
leite, sendo eles o cloreto de sodio, acucar e o amido (Brasil, 2018).

Agentes inibidores do crescimento microbiano, sdo produtos quimicos adicionados
para retardar o crescimento dos micro-organismos ou a acdo das enzimas com o intuito de
aumentar a conservacao do leite. Os principais produtos utilizados sdo formaldeido, peréxido
de hidrogénio, acido bdrico, acido salicilico, hipocloritos e cloraminas, acido benzoico e
bissulfetos. Estas substancias podem causar efeitos adversos a saude, além de prejudicar a
producdo de derivados do leite (Dias; Antes, 2014). O leite cru refrigerado ndo deve apresentar
substancias estranhas a sua composicdo, tais como agentes inibidores do crescimento
microbiano, neutralizantes da acidez e reconstituintes da densidade ou do indice crioscépico
(Brasil, 2018).

O teste do alizarol possibilita a determinacdo rapida e aproximada da acidez do leite
por colorimetria. Trata-se de uma combinacdo do teste do alcool, com uma determinacdo
colorimétrica do pH através do indicador alizarina, permitindo observar de forma simultanea a
floculacdo da caseina e a alteracdo na coloracdo devido a mudanca do pH (Amorim, 2017). No
teste do alcool o leite que apresenta acidez titulavel de 0,14 a 0,18 g de &cido latico/100 mL de
leite deve ser estavel em solucdo alcodlica com 72% de alcool (Brasil, 2018). Esse teste é
realizado na propriedade, antes do carregamento do leite, e avalia a estabilidade das principais
proteinas lacteas, as caseinas, que sdo submetidas a desidratacdo pelo alcool (Zanela et al.,
2018), permitindo analisar a capacidade do leite em suportar elevadas temperaturas sem sofrer
precipitacdo (coagulagdo) simulando o processo ocorrido na industria (Machado, 2010).

Alem de avaliar a estabilidade térmica, o teste também é considerado um indicador
indireto da acidez do leite (Fagnani et al., 2016). Resultados positivos ao teste do alcool, na
concentracdo minima de 72% podem ocorrer devido principalmente & reducdo de pH e pela
fermentacao da lactose por micro-organismos mesofilos com a producdo de acido latico, sendo
considerado um leite acido. Segundo a legislacdo, este leite ndo deve ser transportado para a
indUstria (Brasil, 2018), no entanto, existem algumas situacdes em que esse resultado pode ser
positivo e ndo indicar acidez no leite, isso ocorre quando tem-se o leite instavel ndo acido
(LINA). O LINA, mesmo nédo estando acido, sofre coagulacdo da caseina quando passa por
processos térmicos como pasteurizagdo e UHT, sendo rejeitado pelos laticinios (Neves, 2021).
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3.3 FATORES QUE AFETAM A ESTABILIDADE DO LEITE

As proteinas do leite tém sua estabilidade méaxima quando a temperatura, o pH e 0
equilibrio eletrostatico estdo em seus pontos 6timos, tendendo a precipitar ou coagular quando
um ou mais destes fatores estdo alterados (Beloti, 2015). A micela de caseina possui
grupamentos acidos (COOH) e béasicos (NHz), com uma predominéncia de &cidos sobre o
grupamento amino. Portanto, a carga resultante é negativa, o que gera repulsao entre as micelas,
impedindo a agregacéo das mesmas. Assim, quando o leite coagula no teste do alcool, é porque
a estabilidade da estrutura micelar esta fraca, e isso pode ocorrer devido a acidez
(contaminacédo) ou algum desequilibrio no sistema, como por exemplo, o aumento do calcio
ibnico do leite (Martins et al., 2015).

Varios fatores podem interferir na qualidade do leite e modificar sua estabilidade,
dentre eles estdo a espécie, raca e genética do animal, estagio de lactacéo, e fatores nutricionais
como ajuste da dieta as exigéncias do animal, concentracdo de calcio ibnico, fatores ambientais
como estresse, estacdo do ano, manejo, sanidade do rebanho e contaminacéo bacteriana (Fischer
etal., 2011).

3.3.1 Espécie, raca e genética do animal

As diferengas genéticas entre as racas bovinas podem modificar a composi¢do e a
qualidade do leite produzido; estas diferencas podem alterar a estrutura primaria das proteinas
e resultar em alteracGes de suas propriedades fisico-quimicas (Ximenes; Martins, 2018). Ikonen
et al. (2004) avaliaram os efeitos genéticos sobre as propriedades de coagulacdo do leite em
mais de 4.600 amostras e concluiram que, com a selecé@o de animais, o leite possuia alto teor de
proteina ou caseina, e isso acarretou efeitos positivos sobre a estabilidade do leite.

Jensen et al. (2012) realizaram um estudo com animais da raca Jersey e Holandesa,
para avaliar a composicéo e a estabilidade do leite e verificaram variagdes nos teores de
proteina, minerais, producédo de leite e nas propriedades de coagulacdo, indicando que o leite
de vacas Jersey apresentou propriedades de coagulacdo superiores. A maior capacidade de
coagulacdo do leite de vacas da raca Jersey pode ser explicada, segundo os autores, pelo alto
teor de proteina total e da fragdo de k-caseina que favorece a ocorréncia de coagulacdo (Jensen
etal., 2012).
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3.3.2 Estagio da lactacéo

A estabilidade do leite tende a diminuir no final da lactacdo, principalmente em funcgao
do aumento da permeabilidade das juncdes firmes da glandula mamaria (Rosa et al., 2017). As
juncoes firmes da glandula mamaria sao estruturas celulares responsaveis por manter a barreira
seletiva entre 0 sangue e a luz alveolar na glandula mamaria e com o avanco da lactacdo
(especialmente no periodo final) essas jungbes tornam-se mais permedveis, 0 que pode:
Aumentar o conteudo de sddio e cloreto no leite, reduzir a lactose, elevar o numero de células
somaticas e alterar o pH do leite (Martins et al., 2015). A perda da integridade dessas juncdes
estd relacionada a reducdo da sintese e secrecdo de leite, além de favorecer o aumento do
transporte de componentes do sangue para o leite, como enzimas, ions e células somaticas, esse
processo compromete a composicdo e estabilidade fisico-quimica do leite, influenciando
negativamente sua qualidade e processamento industrial (Stelwagen; Singh, 2013).

Em um estudo realizado por Stumpf et al. (2020), avaliando a permeabilidade das
jungdes firmes da glandula mamaria em vacas leiteiras, utilizando o teste do alcool na
concentracdo de 50 a 98% (v/v), foi observado que vacas com estagio de lactacdo avancado,
produziram maior porcentagem de leite instavel a 63,2% (v/v). 1sso ocorre porque, com 0
aumento da entrada de eletrolitos do sangue para o leite, podem ocorrer mudancas no equilibrio
salino, causando maior influxo de sodio no leite, havendo diminuicdo dos niveis de lactose

causado pelas alteracdes da permeabilidade das juncdes firmes da glandula.

3.3.3 Fatores nutricionais

Fatores nutricionais e metabdlicos, como o0 DCAD (diferenca cation-anion dietética),
influenciam diretamente na estabilidade do leite no teste do alcool e durante o aquecimento a
140 °C, que é diminuida linearmente com a redugdo de DCAD devido a altera¢6es no equilibrio
ibnico do leite e as interacdes entre as proteinas do leite na micela (Martins et al., 2015). Altas
concentracdes de anions podem interferir nas interacdes entre as proteinas do leite, como a
caseina, reduzindo a capacidade delas de formar um gel coeso; além disso o aumento de anions
pode alterar o pH do leite, afetando o equilibrio acido-base (Mccarthy et al., 2015). Os sais
anionicos sdo frequentemente utilizados na alimentacdo de vacas leiteiras para controlar

problemas como a hipocalcemia e melhorar a satde do animal. No entanto, 0 uso excessivo
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pode ter efeitos colaterais como alterar o equilibrio eletrolitico no leite e desestabilizar as
proteinas, afetando a qualidade do leite (Chowdhury et al., 2017).

A degradabilidade da proteina da dieta também pode interferir na estabilidade do leite.
Em um estudo realizado por Martins et al. (2019) que avaliaram os efeitos do processamento
do milho e da proteina degradavel na alimentacéo de vacas leiteiras, foi observado maiores
teores de k-caseina glicolisada, aumento da producdo de leite e do conteido de caseina total e
maior estabilidade do leite ao alcool em animais alimentados com proteina de baixa
degradabilidade em relacéo aos alimentados com proteina de alta degradacéo.

Li et al. (2014) avaliaram o fornecimento de milho e farelo de soja com diferentes
processamentos e observaram modificagdes nas fracfes de caseina do leite. Animais que
receberam milho em flocos apresentaram maior percentual das fragdes asl-caseina e animais
que receberam dietas com farelo de soja com tratamento térmico, apresentaram fragdes de as2-
caseina em maior quantidade. Essas mudancas nas fracdes de caseina presentes no leite podem
interferir na estabilidade da micela, ja que amostras de leite instavel apresentam maiores valores
da fragdo de B-caseina e menores valores de k-caseina (Barbosa et al., 2012).

Tanto a aS1 quanto a aS2-caseina estdo envolvidas na formagéo da micela da caseina,
enquanto a k-caseina é crucial para estabilizar essas micelas, permitindo que elas se agreguem
durante a coagulacdo. A k-caseina tem uma porcao hidrofilica que ajuda a manter a solubilidade
das micelas no leite (Fox et al., 2004). As interacOes entre essas proteinas podem afetar a
textura, a retencdo de umidade e a qualidade final do queijo, além disso alteracBes na proporcéo
dessas caseinas podem influenciar o rendimento e as caracteristicas sensoriais do produto final
(Delley et al., 2015).

Voges et al. (2018) verificaram que a utilizagdo de suplementacdo volumosa na
alimentacdo dos animais (silagem de milho), além da oferta de pastagens de melhor qualidade,
com menor teor de FDN (fibra em detergente neutro), influenciaram na menor ocorréncia de
leite instavel. Marques et al. (2010) observaram que vacas submetidas a um alto nivel de
suplementacdo (aporte de 80% das exigéncias energéticas e proteicas) apresentaram maior
eficiéncia na melhoria da estabilidade do leite no teste do alcool, quando comparadas com vacas
submetidas a um baixo nivel de suplementacdo proteica (20% da exigéncia).

A suplementacdo de vacas em lactacdo com sal anidnico (cloreto de aménio) pode
ocasionar aumento nos teores de Ca®" do leite, pois causa diminuicio do pH do leite
aumentando os teores de célcio idnico, causando maior instabilidade do leite no teste do alcool.
Por esse motivo a suplementacdo com sal aniénico deve ser realizada apenas no periodo seco,

e ndo em fase de lactacdo (Marques et al., 2011).
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3.3.4 Fatores ambientais

A temperatura interfere diretamente na producéo de leite das vacas, ja que o estresse
térmico diminui a ingestdo de matéria seca, reduz a ruminacgéo e assim prejudica a absorcéo de
nutrientes. Com isso ocorre reducdo na disponibilidade de nutrientes usados para a sintese de
leite, causando alteracbes em sua composicdo que podem comprometer a estabilidade
(Marchezan; Fialho, 2013). Além disso, 0 estresse térmico pode induzir a problemas
metabdlicos como a acidose ruminal e metabdlica, podendo aumentar a concentragio de Ca?*
do leite (Marques et al., 2011).

Estudos mostram que vacas submetidas ao estresse térmico sofrem modificacGes da
atividade dos canais de K* nas membranas apicais das células epiteliais mamarias, causando
modificacdo na passagem de componentes para a glandula mamaéria, reduzindo a sintese de
gordura e proteina e alteracdes nas propriedades de coagulacdo do leite no processamento de
queijo (Silanikove et al., 2009). Para evitar que 0s animais sejam expostos ao estresse térmico,
as instalacdes devem ser cuidadosamente planejadas para que possam garantir 0 maximo bem-

estar aos animais, garantindo assim, a eficiéncia da produgao de leite (Brigatti, 2014).

3.3.5 Sanidade do rebanho

Para a industria de queijos, o leite com elevada CCS representa prejuizos
consideraveis, pois a sintese de caseina diminui pela reducdo na capacidade de sintese e
secrecdo da caseina pelo epitélio glandular que estd lesionado pelas toxinas bacterianas
decorrentes de processos inflamatdrios, como a mastite subclinica ou clinica, essas lesdes
comprometem a capacidade de sintese e secrecdo de proteinas, em especial da caseina, o que
afeta diretamente o aproveitamento industrial do leite, afetando o rendimento (Mattiello et al.,
2018). Apesar dos niveis de proteina total serem mantidos, hd& um aumento dos teores de
nitrogénio ndo caseico, pelo aumento da concentragdo de proteinas séricas no leite, diminuindo
assim o rendimento na fabricacdo dos queijos (Fox et al., 2017).

Outra enfermidade que pode afetar a estabilidade do leite é a acidose metabélica. Para
suprir a demanda de producéo de leite, as dietas das vacas leiteiras sdo incrementadas com
gréos, a chamada dieta concentrada. Porém, esse tipo de dieta provoca um aumento na taxa de
producdo de acidos no rdmen, causando excesso na taxa de absor¢do ruminal e de

tamponamento, causando a acidose ruminal (Dionissopoulos et al., 2012). A acidose ruminal
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pode causar a acidose metabolica, provocando queda do pH do leite, predispondo o leite a maior
instabilidade (Fagnani et al., 2014).

3.4  LEITE INSTAVEL NAO ACIDO (LINA)

A industria, visando a qualidade dos produtos lacteos, exige qualidade do produtor,
quanto aos aspectos da composicdo do leite, grau de contaminagédo e estabilidade do leite
(Manske et al., 2021). A perda da estabilidade do leite, que resulta em precipitacdo no teste do
alcool, muitas vezes nao é acompanhada de acidez, ocorrendo entéo o leite instavel nao acido,
o chamado LINA (Zanela, 2018). O LINA apresenta instabilidade em suas proteinas, e é
rejeitado pela industria de lacteos por ndo manter sua integridade quando submetido a elevadas
temperaturas durante o processamento térmico (Goulart et al., 2019).

O teste do alcool tem como finalidade determinar se a estabilidade térmica do leite é
suficiente para suportar os processos na industria, especialmente para o leite UHT (Manske et
al., 2020). As proteinas tém sua estabilidade méxima quando a temperatura, o pH e o equilibrio
eletrostatico estdo em seus pontos 6timos, tendendo a precipitar ou coagular quando um ou mais
destes fatores estdo alterados e, esta tendéncia € detectada pelo teste do alcool (Beloti, 2015).
Nesse processo o alcool atua como desidratante, simulando as condi¢es de aquecimento, e, se
houver floculagdo do leite, pode ser um indicio de acidez e/ou instabilidade da proteina (Horne,
2016). No teste do alcool, sdo misturadas partes iguais de leite e de alcool na concentracao
minima de 72%, e se ocorrer coagulacdo, significa que o leite ndo esta apto para o tratamento
térmico (Brasil, 2018).

Quando o alcool atua como desidratante, ocorre reducdo dielétrica do meio, e desta
forma, aumento da dissolugéo de sais e redugéo da carga negativa de micelas, fazendo com que
a precipitacdo das caseinas seja maior, isto €, quanto mais alcool na solucdo, mais rapido e
visiveis serdo os resultados (Fischer, 2011). Assim, quando o leite € submetido ao teste do
alcool e perde a estabilidade da caseina, mesmo que mantenha o nivel de acidez exigido pela
legislacdo vigente, é considerado como LINA (Fischer et al., 2012). Essa precipitacdo é
associada as alteragdes na estabilidade das caseinas, as propriedades fisico-quimicas do leite,

como o equilibrio salino, e a proporcao de cations bivalentes (Fox et al., 2017).
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3.4.1 Ocorréncia do leite instavel ndo acido

A ocorréncia de LINA tem causa multifatorial, ou seja, existem varias possibilidades
que podem originar o leite instavel ndo acido, porém, nao se pode afirmar com preciséo a real
causa (Faria, 2015). Estudos sobre a ocorréncia de LINA vém sendo realizados em todo o
Brasil, e fatores relacionados com a producdo de leite, como estagcdo do ano, alimentacao,
ambiente onde o animal se encontra e a forma de manejo, podem contribuir para a ocorréncia
do LINA (Zanela et al., 2018).

A incidéncia de LINA, pode estar relacionada as épocas do ano, ocorrendo
especialmente durante as entressafras de pastagens, mas ndo se limita a isso, ja que pode estar
associado a dieta alimentar, excesso de célcio, falta de outros minerais, estagios de lactagdo e
pela genética do animal (Werncke, 2012). Menores indices de ocorréncia de LINA foram
observados durante o inverno (Marques et al., 2007). A variacdo na estabilidade da caseina em
funcdo da estacdo do ano pode ser associada a dietas ou pastos ricos em calcio, com deficiéncias
ou desbalancos minerais (Ca, P, Mg), e a mudancas bruscas da dieta (Martins et al., 2019).

A restricdo alimentar, a quantidade e a baixa qualidade nutricional dos alimentos,
especialmente os volumosos, podem interferir na sintese de citrato e nos niveis de ureia, calcio
e fésforo no leite, levando a um aumento na instabilidade (Ferrari et al., 2007). A reducdo no
teor de proteina no leite, relacionados com o baixo consumo de matéria seca, falta de proteina
degradavel e falta de carboidratos ndo estruturais, podem estar relacionados com a ocorréncia
do LINA (Martins et al., 2019).

Estudos feitos por Marques et al. (2010) concluiram que o rebanho que recebeu alto
nivel de suplementagdo alimentar, apresentou maior reacéo ao teste do alcool, ao contréario do
grupo que recebeu um nivel baixo de suplemento alimentar. Porém Zanela et al. (2006),
afirmaram que quanto menor for o suplemento alimentar, maior sera a frequéncia de resultados
positivos no teste do alcool, o que também foi observado por Fischer et al. (2011), onde afirmam
existir influéncia da alimentacdo na estabilidade do leite, que € menor quando o rebanho esta
com restricOes alimentares ou em casos de subnutricdo. Essa contradicdo pode ser explicada
pela modificacdo de minerais presentes no leite, j& que os mesmos podem alterar a resposta ao
teste do alcool (Tronco, 2010).

A incidéncia de LINA tambeém pode estar relacionada ao ambiente em que o0s animais
estdo expostos, pois fatores como mudanca de ambiente, isolamento do animal, falta de agua,
temperatura ambiental inadequada, entre outros fatores relacionados ao bem-estar animal

podem gerar estresse, e esta condicdo de estresse pode ocasionar o LINA (Azambuja et al.,
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2018). Alteragdes na estabilidade do leite no teste do alcool tém sido relatadas em varios estados
do Brasil, como no Rio Grande do Sul, com resultados positivos para LINA em 55,2% das
amostras avaliadas (Marques et al., 2007), em Sao Paulo em 64,8% (Zanela et al., 2009), 33%
no Parana (Oliveira et al., 2011), 29,03 % em Santa Catarina (Werncke, 2012) e 15,91 % no
Rio Grande do Norte (Faria, 2015).

3.4.2 Concentracdo de célcio idnico no LINA

A concentrac&o de calcio idnico (Ca%") é um dos principais fatores relacionados com a
instabilidade da caseina, quando o leite é submetido ao teste do alcool (Neves, 2021). Quando
o pH do leite esta normal (6,6 - 6,8), as micelas de caseina ficam negativamente carregadas,
sendo essas cargas de fundamental importancia para sua estabilizacdo em solucdo; essas cargas
sdo controladas pela quantidade de calcio ligado e, consequentemente, pelo nivel de célcio livre
(Silva et al., 2019b). Quando aumenta o nivel de célcio total no leite, aumenta a quantidade
fons de Ca?*, causando reducdo das cargas negativas das micelas, diminuindo a repulsio
eletrostéatica entre elas, causando precipitacdo (Philippe et al., 2003).

As o e B-caseinas sdo sensiveis ao Ca?*, ja a k-caseina ¢ estavel na presenca de Ca?",
pois € uma glicoproteina que possui apenas um grupo fosfoserina em sua estrutura, tendo um
papel na estabilidade da micela (Walstra, 1999). Mas, quando aumenta a concentracio de Ca?*,
ocorre um colapso da camada de «k-caseina, reduzindo a carga da micela, causando a
precipitacdo do fosfato de calcio (O’Connell et al., 2006). O excesso de célcio diminui a
solubilidade das proteinas em agua. O excesso de sais minerais domina as cargas do solvente,
representado pela 4gua, diminuindo consequentemente o nimero de cargas disponiveis para se
ligarem & proteina (soluto), aumentando a interagdo soluto/soluto, ocasionando a precipitacdo
das proteinas (Holt, 2004).

3.4.3 Influéncia do leite instavel ndo acido na indUstria

O leite instavel ao teste do alcool, mesmo ndo estando acido, sofre coagulacdo da
caseina quando o leite passa por processos térmicos. Esta ocorréncia causa prejuizos
significativos para a cadeia produtiva do leite, pois a industria rejeita o LINA, e este é
descartado, gerando prejuizos econdmicos aos produtores e também a inddstria (Rosa et al.,

2017). O impacto da incidéncia do LINA é negativo para todos os envolvidos na cadeia
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produtiva do leite, pois o produtor tem prejuizos econdmicos ao ter o leite descartado, além da
perda dos investimentos realizados na alimentacdo dos animais, tempo e mao de obra
(Azambuja et al., 2018). Para a industria, 0 impacto também € negativo, ja que sem a materia
prima inicial, ndo ha producéo e, por consequéncia, nao ha lucro (Marques et al., 2007).

A industria rejeita o LINA pois ele pode ocasionar impregnacao do leite nas placas do
pasteurizador, devido a precipitacdo da caseina, acarretando custos adicionais para a empresa,
jaque sera necessario realizar limpeza e higienizacao adicional de todos os equipamentos (Rosa
et al., 2017). Além do gasto adicional com a higienizacao, o produto resultante desse processo
é um leite gelatinoso, que ndo é aceito pelos consumidores e acaba sendo perdido (Mendes et
al., 2018).

A utilizacdo de leite instavel também pode ocasionar prejuizos como menor
rendimento no processamento industrial, pois 0 LINA pode apresentar menores teores de
lactose e proteina, comprometendo a producdo de alguns derivados (Fischer et al., 2011).
Oliveira et al. (2011) avaliaram a composi¢do e caracteristicas fisico-quimicas do LINA e
observaram que as amostras positivas ao teste do alcool nos periodos de baixa precipitagéo,
apresentaram menores concentracdes de proteina e lactose, quando comparados ao leite estavel.

Apesar dos problemas relatados pela literatura utilizando o LINA na industria, ainda
h& poucos estudos relacionados com sua utilizacdo para a fabricacdo de produtos lacteos.
Marques et al. (2007) afirmam que a composicdo do LINA é similar ao leite estavel, e esta de
acordo com os padrbes da IN 76 e 77, podendo ser utilizado para a fabricacdo de produtos
lacteos (Brasil, 2018). Na producéo de queijos e iogurte, em que a coagulacédo e a formacéo de
géis sdo necessarias, uma menor estabilidade do leite ndo prejudica o processo, e o0 LINA pode
ser utilizado para a fabricacéo desses produtos (Tsioulpas et al., 2007).

Ribeiro et al. (2006) avaliando a utilizacdo de LINA e leite estavel para a fabricacdo
de iogurte batido, ndo encontraram diferencas no tempo de fermentagéo, viscosidade e pH das
amostras aos 30 dias, demonstrando que o leite considerado instavel ao teste do alcool, pode
ser utilizado na fabricacdo de iogurte. Goulart et al. (2019) avaliaram a producao de queijo
fresco com leite estavel e LINA, e observaram que os parametros fisico-quimicos: pH, acidez,
umidade e matéria seca dos queijos ndo diferiram entre si. Além disso, os autores relataram que
0 queijo fresco produzido com LINA apresentou rendimento semelhante ao queijo fresco

produzido com leite estavel.
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35 QUENO

O queijo é um alimento lacteo fermentado, produzido de formas variadas em todo o
mundo, e acredita-se que tenha se originado a cerca 8.000 anos, sendo primeiramente formulado
com o objetivo de conservar os principais constituintes do leite, e atualmente o queijo é
consumido e apreciado pelo seu elevado valor nutricional e sabor caracteristico (Fox et al.,
2017). Por sua composicdo ser rica em proteinas, gorduras, carboidratos, sais minerais e
vitaminas, o queijo é considerado um alimento nobre (Orlandini et al., 2020). A classificacdo
dos queijos baseia-se em varias caracteristicas, entre elas, o tipo de leite utilizado, tipo de
coagulacado, consisténcia da massa, teor de gordura, tipo de casca e o tempo de cura (Perry,
2004).

Queijo é o produto fresco ou maturado obtido pela separacéo parcial do soro do leite,
leite reconstituido ou de soros lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho, enzimas
especificas, bactérias especificas, acidos organicos, isolados ou combinados, com ou sem
agregacdo de especiarias, condimentos, aditivos, substancias aromatizantes e corantes. Os
queijos podem ser frescos ou maturados; o queijo fresco é o produto que esta pronto para o
consumo logo apds a sua fabricacdo e o queijo maturado é aquele que passa por reacdes
bioquimicas e fisicas necessarias para fornecer as caracteristicas da sua variedade (Brasil,
1996).

A Portaria n°® 146 de 1996, também classifica os queijos de acordo com o contetido de
matéria gorda no extrato seco, recebendo as denominacdes: extra gordo ou duplo creme: quando
apresentam no minimo 60 %; gordos: quando apresentam entre 45 e 59,9 %; semigordos:
guando apresentam entre 25 e 44,9 %; magros: quando apresentam entre 10 e 24,9 %, e
desnatados: quando apresentam menos de 10 % de matéria gorda no extrato seco. Segundo a
legislacdo, os queijos tambem podem ser classificados quanto ao teor de umidade, que pode
ser: baixa, média, alta e até muito alta umidade, tendo os queijos de baixa umidade (queijo de
massa dura) teores de umidade de até 35,9 %; queijos de média umidade (queijo de massa
semidura) umidade entre 36 e 45,9 %; queijos de alta umidade (massa branda ou “macios”),
umidade entre 46 e 54,9 % e queijos de muita alta umidade (massa branda ou “mole”) nao
inferior a 55% (Brasil, 1996).

Na producdo de queijos, a atencao principal da industria baseia-se na qualidade e no
rendimento do produto, uma vez que a maximizacdo do aproveitamento da matéria-prima

definira a eficiéncia produtiva da atividade (Barbosa, 2020). Dessa forma, o rendimento e a
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qualidade dos produtos lacteos sdo dependentes da composicdo e das especificidades
tecnoldgicas empregadas ao leite, sendo as proteinas 0os componentes que apresentam maior
influéncia (Brasil, 2015). A fabricacao de queijos envolve alguns procedimentos gerais e outros
que sdo especificos para cada tipo de queijo. O leite utilizado na producdo de queijos frescos
tem, obrigatoriamente, que ser pasteurizado; ja para aqueles que passam por um periodo de
maturacdo antes de serem consumidos (Minimo 60 dias), o leite pode ser utilizado cru,
dependendo do tipo de queijo (Brasil, 2018).

A tecnologia de fabricacdo de queijos compreende quatro etapas basicas. A primeira
etapa é a coagulacdo do leite, que pode ser feita diretamente pela microbiota do leite, adi¢éo de
cultivo bacteriano ou coagulacdo enzimatica; ap6s um periodo de tempo, o leite fermentado
transforma-se na coalhada (Rosa et al., 2017). A segunda etapa é o corte da coalhada, para
liberacdo do soro. Na terceira etapa a massa obtida € colocada em formas e prensada, ou nao
(isso ir& depender do tipo de queijo que sera fabricado). Na ultima etapa o queijo é salgado e,
em seguida, embalado. No caso de queijos que necessitam de maturacéo, esta pode ser feita
antes ou apds a embalagem. Em alguns casos, 0 queijo é deixado maturar por um certo periodo,
e depois embalado e levado para completar a maturacéo, e em outros casos 0 queijo é embalado

somente apds completar a maturacdo (Silva, 2005).

3.6 DESNATURACAO E PRECIPITACAO DAS PROTEINAS NA FABRICACAO DE
QUENOS

O leite € uma emulsdo de gorduras em agua estabilizada por uma dispersdo coloidal
de proteinas e para a fabricacdo de queijos é necessario provocar a desestabilizacdo dessas
proteinas para que ocorra a formagdo do coagulo (Merheb-Dini, 2010). As proteinas presentes
no leite sdo as caseinas, que sdo fosfoproteinas insollveis em pH 4,6 e estdo presentes na forma
de micelas, cuja principal fungéo é fluidizar as moléculas de caseina e solubilizar célcio e
fosfato (Farrell et al., 2006). A desestabilizacdo da estrutura micelar das caseinas do leite pode
ocorrer por acidificacdo (coagulacdo acida) ou por protedlise (coagulagdo enzimética) (Fox;
Brodkorb, 2008).

Na coagulacdo enzimatica, as micelas de caseina sdo coaguladas pela a¢do do coalho,
cuja principal enzima é a quimosina. Esse tipo de coagulacdo é dividida em duas fases: hidrdlise
da proteina estabilizadora da micela de caseina, a kappa-caseina (k-cas), agregacgdo, e

gelificacdo das micelas modificadas pelo coalho (Fox et al., 2017). As moléculas de k-cas
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formam a camada superficial da micela de caseina estabilizando esta particula, essa caseina
possui grande sensibilidade a quimosina, sendo hidrolisada quando se adiciona o coalho ao
leite. A hidrdlise ocorre especificamente na ligacdo entre os aminoacidos fenilalanina na
posicdo 105 (Phel05) e metionina na posic¢do 106 (Met106) (Fox; Brodkorb, 2008).

Apos a hidrolise da k-cas, a regido N-terminal da molécula, chamada de para-«k caseina
se mantém ligada a micela, enquanto a regido C-terminal, ou o glicomacropeptideo (também
conhecido como caseinomacropeptideo) é liberado no soro (Walstra, 1999). Esse peptideo
liberado da micela € hidrofilico e altamente carregado eletrostaticamente, conferindo
estabilidade as micelas por repulsdo eletrostatica, impedindo que se agreguem. Além disso, esse
peptideo se projeta na superficie da micela e contribui com a estabilidade coloidal por meio de
repulsdo estérica (Dalgleish, 2011).

Queijos produzidos por coagulacdo enzimatica representam cerca de 75% do total de
queijos produzidos no mundo, e incluem o Mucarela, Prato, Minas Frescal, Emental,
Gorgonzola, Camembert, Provolone, Parmeséo, entre outros (Fox et al., 2017). Alguns queijos
feitos com coagulacdo enzimatica podem ser consumidos ao final da fabricacéo, e outros séo
maturados por periodos que podem variar de 3 semanas a mais de 2 anos, sendo a duracdo da
maturacao inversamente relacionada ao teor de umidade da variedade do queijo (Khattab et al.,
2019).

Os géis obtidos tanto por coagulacdo &cida quanto por coagulacdo enzimatica sao
estaveis cineticamente se ndo sofrerem nenhuma perturbacdo, mas ao quebra-los, a rede de
caseinas se contrai e expulsa a fase aquosa do gel, o soro. Esse processo, conhecido como
dessoragem, permite o controle do teor de umidade e dos pardmetros microbioldgicos e
bioquimicos do queijo (Walstra, 1999). Apo6s a dessoragem, o queijo (dependendo de sua
variedade) é salgado com a finalidade de aumentar sua conservacdo e melhorar as suas

propriedades sensoriais (Fox et al., 2017).

3.7  QUEIJOS DUROS TIPO GRANA

Os queijos duros tipo grana tém origem na Italia, no vale do P9, e sdo fabricados desde
1.200 d.C. (Dutra, 2017). S&o divididos em dois grandes tipos de queijos duros, ambos
elaborados com leite bovino e de renome mundial: 0 Grana Padano e o Parmigiano Reggiano
(Furtado, 2017). A denominagdo Parmigiano deu origem aos termos: Parmesdo, Parmesan e

Parmesano, que sdo utilizadas no mundo inteiro, ja que as denominagdes Parmigiano
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Reggiano, bem como Grana Padano, possuem protecdo internacional, e sé podem ser usadas
dentro dos estritos limites geogréficos determinados pela lei italiana, em consonancia com
outras exigéncias legais referentes ao processo de elaboracdo (Furtado, 2011b).

Uma das caracteristicas dos queijos Grana italianos é a sua textura, conhecida por
“Grana”, que se apresenta quando a peca é quebrada ao meio. Essa textura é resultado do
periodo de maturacdo, que pode chegar a dois anos, além de outros fatores como a consisténcia
do coagulo, tamanho do grdo no corte, teores de umidade e gordura da massa (Furtado, 2011a).
Os queijos duros tipo grana produzidos no Brasil consistem em uma adaptacdo dos queijos
Grana italianos, o Parmigiano Reggiano e Grana Padano, que embora sejam fabricados em
grande escala no pais, com raras excecdes, distanciaram-se do modelo original italiano, ndo s
guanto as caracteristicas de sabor, aroma e textura, mas também em relacdo ao tamanho, sendo
normalmente fabricados em formas de 4 a 7 kg, em contraste com os 35 kg em média,
observados nos queijos originais italianos (Furtado, 2011b).

De acordo com Portaria MA - 353, de 04/09/1997, o queijo duro tipo grana é um
produto obtido pela coagulacdo do leite por meio do coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas, complementada pela acdo de bactérias laticas especificas, podendo ter umidade
maxima de 35,9 % (m/m), quando completamente maturado, classificado como semigordo com
25 a 44,9 % (m/m) de gordura no extrato seco (GES), feito com massa pré-cozida e prensada.
Seu tempo de maturacdo deve ser de no minimo seis meses, podendo ultrapassar dois anos.
Possui consisténcia dura e textura compacta, granulosa, com crosta firme, lisa e sem olhaduras;
sua cor é ligeiramente amarelada e sabor levemente picante e salgado. Seu odor é suave,
agradavel e caracteristico, devendo ser armazenado em temperatura ndo superior a 18 °C, com
formato cilindrico podendo pesar entre 4 e 8 kg (Brasil, 1997).

O método de fabricagcdo do queijo duro tipo grana no Brasil difere do modelo
tradicional italiano, sobretudo quanto ao tipo de leite utilizado. Nos queijos italianos, como o
Parmigiano Reggiano e o Grana Padano, a legislacéo exige o uso exclusivo de leite cru bovino,
proveniente de vacas alimentadas sob normas especificas, respeitando rigidos critérios de
qualidade. J& no Brasil, a producéo do queijo tipo grana pode utilizar diferentes formas de leite,
como: Leite cru bovino, leite pasteurizado ou leite reconstituido (proveniente de pé de leite ou
concentrado) (Brasil, 2018). Essa flexibilidade impacta diretamente nas caracteristicas
sensoriais, estruturais e microbiolégicas do produto final, podendo resultar em queijos com
perfis diferentes dos tradicionais italianos, tanto em textura e sabor, quanto em qualidade de
maturacao e valor agregado (Fox et al., 2017). No Brasil, faz-se a padronizagéo da gordura do

leite, enquanto para a fabricacdo do Grana Padano e Parmigiano Reggiano italianos se faz o
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desnate natural, conhecido como processo de affioramento, no qual o leite passa por um
prolongado repouso, e a gordura em suspensdo (devido a sua menor densidade em relagdo aos
demais componentes), tende a separar-se, formando uma camada espessa de creme na parte
superior do leite, que é retirada (Furtado, 2011a; Neviani et al., 2013).

O queijo duro tipo grana é produzido com leite semidesnatado, onde o teor de gordura
Impacta bastante na textura. Normalmente trabalha-se com leite com teor de gordura variando
de 2,1a2,3 % (m/v). Para padronizacdo dos queijos, trabalha-se com a relacdo gordura/caseina,
fixando-a para o0 ano todo. Essa relacdo nao deve ser superior a 0,9-1,0, o que indica, para um
leite com 2,3 % de caseina, um teor de gordura entre 2,2 e 2,3 % (m/v) (Furtado, 2011a).
Durante o processamento, a temperatura da coagulacdo € de 35 °C e atinge 54 °C durante o
cozimento. As bactérias acido-laticas termofilicas Lactobacillus helveticus, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus, desenvolvem-se e permanecem
viaveis ap0s este estdgio, dentro da coalhada, inibindo o desenvolvimento de bactérias
patogénicas e outros microrganismos indesejaveis (Monfredini et al., 2012).

Ap0s a salga e a secagem, se inicia 0 processo de maturacdo do Parmesdo, que deve
ter uma duracdo minima de seis meses, sendo esta etapa importante para o desenvolvimento do
sabor, conservacdo e caracteristicas finais do produto. A temperatura de conservagao devera ser
de 10 a 15 °C, realizando a viragem periddica dos queijos para que a maturacdo ocorra de forma
homogénea (Brasil, 1997). As bactérias acido-laticas termofilicas produzem enzimas que atuam
sobre a lactose, gordura e nas proteinas presentes no leite durante o periodo de maturacdo, e
isso potencializa os atributos sensoriais de textura, aroma e sabor, que sdo caracteristicos desse
tipo de queijo; além disso também auxilia na estabilidade fisico-quimica e no desenvolvimento
das caracteristicas do queijo Parmeséo (Barros et al., 2011).

A legislacédo exige que o queijo duro tipo grana seja maturado pelo tempo necessario
para que sejam obtidas as suas caracteristicas especificas, e esse tempo deve ser de pelo menos
seis meses para queijos de 4 a 10 kg de peso, 8 meses para queijos entre 10 e 20 kg e 12 meses
para os queijos de mais de 20 kg (Brasil, 1997). A composi¢cdo do queijo duro tipo grana
combinada com condi¢des ambientais presentes na fase de maturacdo (temperatura e umidade)
podem favorecer o desenvolvimento de fungos filamentosos na superficie do produto, e isso é
indesejavel ja que reduz consideravelmente sua qualidade, pois esses fungos produzem
micotoxinas no queijo, tornando-o improprio para o consumo humano (Reps, 2002).

Na fase de maturacdo € comum serem observadas micro trincas na casca do queijo, e
isso contribui para a entrada e a proliferacdo de fungos (Paula et al., 2009). Para solucionar esse

problema sdo adotadas algumas medidas para a prevencao dessas rachaduras no queijo, como
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por exemplo a utilizacdo de 6leos, principalmente de linhaca ou algod&o, que s&o aplicados na
superficie das pecas, para reduzir as micro rachaduras e consequentemente a contaminagédo
pelos fungos (Souza, 2014). Por ter casca dura, o queijo duro tipo grana dispensa embalagem
se for comercializado a peca inteira, porém, se o queijo for comercializado ralado ou em fatias,
ele deve ser embalado, preferencialmente com embalagens a vacuo, utilizando peliculas de
plastico para evitar a oxidacdo da gordura do produto. Apds a embalagem, 0s queijos devem
ser mantidos sob refrigeracdo para inibir o desenvolvimento de microrganismos e aumentar o

seu tempo de prateleira (Brasil, 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Universidade Estadual de Ponta Grossa, na Escola
Tecnoldgica de Leite e Queijos dos Campos Gerais (ETLQueijos). O leite estvel (LE) e LINA
utilizados como mateéria prima para a elaboracdo dos queijos foram provenientes de vacas da
raca Holandesa e mesticas da Fazenda Escola Capdo da Onca (FESCON) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, localizada na estrada Ponta Grossa/ltaiacoca, km 07.

Para obter o LINA foram coletados 50 mL de leite de cada vaca, antes da ordenha
matinal de rotina. As amostras foram submetidas ao teste do alcool 72, 74 e 76 %, e as que
mostraram grumos no leite nessas concentracdes alcodlicas, foram consideradas positivas para
LINA.

Os reagentes, cultura lactea, formas e equipamentos utilizados para a fabricacdo dos
queijos e demais analises foram provenientes do Programa de Apoio a Pés-Graduagédo Stricto
Sensu da Universidade Estadual de Ponta Grossa (PROAP-UEPG), dos laboratérios do
Programa de P06s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (CTA), Complexo de
Laboratdrios Multiusuarios (C-LABMU), Fundacdo ABC e Laboratério de Controle de
Qualidade e Seguranca de Alimentos (LACQSA) da Universidade Federal do Parana.

4.1  ANALISES DO LEITE

Foram realizadas as seguintes analises nas amostras de LE e LINA:

4.1.1 Teste do alcool nas concentragdes 72, 74 e 76% (v/v)

O teste do alcool foi realizado por meio da mistura de partes iguais de leite e solucao
alcodlica (2 mL) em uma placa de Petri com fundo escuro, o que facilita a observagdo do
resultado. O leite utilizado foi refrigerado a 7 °C, conforme recomendado para a preservagao de
suas caracteristicas fisico-quimicas. A interpretacdo do teste seguiu 0s seguintes critérios:
Resultado positivo: ocorreu precipitacdo da caseina, evidenciada pela formacéo de grumos ou
flocos visiveis, indicando instabilidade proteica do leite; Resultado negativo: auséncia de
precipitacdo, caracterizando leite estdvel ao alcool e, portanto, adequado ao processamento

térmico. Para estabelecimento do nivel de instabilidade, foi repetido o teste utilizando diferentes
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concentragdes de alcool, 72, 74 e 76 %. O nivel de instabilidade foi definido como a menor
concentracdo de alcool necessaria para se obter resultado positivo (precipitacdo) (Zanela et al.,
2018).

4.1.2 Teste do Alizarol

O teste do alizarol foi realizado pela mistura de partes iguais de leite e de solucdo
alcoolica contendo o indicador de pH alizarina (1,2-dihidroxiantraquinona) em volume total de
2 mL, utilizando-se uma placa de Petri com fundo escuro para melhor visualizagdo do resultado.
O leite estava previamente refrigerado a 7 °C, conforme os padrées recomendados (Brasil,
2018). A interpretacdo dos resultados foi feita com base nas alteracdes de cor e formacéo de
grumos, de acordo com a Instrucdo Normativa n° 76/2018 (Brasil, 2018): Cor vermelho-tijolo,
sem grumos: leite com acidez normal e estavel a solucdo alcodlica a 72% v/v; Cor vermelho-
tijolo, com grumos: leite com acidez normal, porém instavel a solucdo alcodlica a 72% vi/v,
caracterizando um caso de Leite Instavel Ndo Acido (LINA); Cor amarela ou marrom claro,
ambas com grumos: leite com acidez elevada e instavel a solucéo alcodlica a 72% v/v e cor lilas
a violeta, com ou sem grumos: leite com reacdo alcalina, sugerindo possivel presenca de

neutralizantes ou ocorréncia de mastite (Brasil, 2018).

4.1.3 Acidez titulavel em graus Dornic

Para cada amostra de leite, foi transferido 10 mL de leite em um erlenmeyer e
adicionado trés gotas de fenolftaleina a 1% e submetido a titulacdo, com a solucdo de NaOH
N/9. Cada 0,1 mL de NaOH N/9 gasto na escala do acidimetro de Dornic correspondeua 1°D
(0,01 % de acido latico) (Brasil, 1981).

4.1.4 Estabilidade térmica

Foi pipetado 2 mL de leite em um tubo de ensaio e, com o auxilio de um bico de
Bunsen foi realizada a coccdo da amostra de leite até levantar fervura trés vezes. Apos este
procedimento, a amostra fervida foi colocada em uma placa de Petri onde foi verificada a
presenca de grumos. Na presenc¢a de grumos a amostra foi considerada positiva para LINA ao

teste, do contrario, a amostra foi considerada negativa (Brasil, 2006).
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4.1.5 Contagem Bacteriana total e contagem de células somaticas do leite

A contagem bacteriana total (CBT) e a contagem de células sométicas (CCS) foi
realizada pelo laboratorio da Associacdo Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raca
Holandesa (APCBRH) por contagem em contador eletronico pela citometria de fluxo (Marca

Bentley, modelo Somacount FC).

4.1.6 pH

Foi medida a atividade de ions hidrogénio na amostra utilizando um pHmetro de
bancada. As calibra¢fes foram realizadas com solucdes acida (pH 4,0), alcalina (pH 10,0) e
neutra (pH 7,0) (Brasil, 1981). O resultado foi obtido por leitura direta no aparelho da marca
SIMPLA, modelo PH 140.

4.1.7 Calcio total e calcio idnico (Ca®*)

A determinacdo do calcio total foi realizada por espectrometria de emissdo atbmica
com plasma de argonio indutivamente acoplado (Marca Spectro, modelo Arcos (SOP))
seguindo os métodos adotados pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). O célcio idnico foi
determinado por potenciometria (Barros et al., 2011). O potencidmetro utilizado foi da marca
THERMO ORION, com um eletrodo de ion seletivo para calcio e outro eletrodo de referéncia,
com leitura direta em g/L. Para a sensibilizagdo dos eletrodos mergulhou-se por no minimo 4
horas em solucéo de Ca?* padronizada (102 M ou 100 ppm).

Para calibragdo dos eletrodos utilizaram-se solu¢bes padronizadas preparadas nas
seguintes concentragdes, a partir de: 0,1 M Ca =4 g/L Ca; 0,01M Ca = 0,4 g/L Ca e 0,001M
Ca = 0,04 g/L Ca. Em 10 mL de cada solugéo foi adicionado 0,2 mL de ISA (lonic strenght
adjustor) solucdo de ajuste idnico de KCI. 10 mL de leite e 0,2 mL de ISA foram
homogeneizados e posteriormente imersos dos eletrodos na amostra. As analises foram

realizadas na Universidade Federal do Parand, Curitiba-PR.
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4.1.8 Proteinas totais

Para a determinac&o das proteinas totais, foi utilizado o método Kjeldahl utilizando o

fator de converséo de 6,38 (equacédo 01), de acordo com a AOAC (2016), onde:

K x V x Fator x 6,38 (01)
P

Proteina (%) =
Onde:
K=Fc x 0,0014 x 100
Fc = fator de corre¢do da solucédo de acido cloridrico 0,1N
P = massa da amostra em gramas

V = volume da solucéo de &cido cloridrico gasto na titulacdo

4.1.9 Teores de gordura (%), lactose (%) e densidade (g/mL)

Uma amostra de 10 mL de leite foi coletada para avaliar o teor de gordura, lactose e
densidade, através do Analisador de Leite Master Classic AKSO®.

4.1.10 Extrato seco total (%) e extrato seco desengordurado (%)

O extrato seco total (%) e extrato seco desengordurado (%) do leite foram analisados

segundo a metodologia de Brasil (2006).

4.1.11 Condutividade elétrica

Para a realizacdo do teste de condutividade elétrica (CE), foi utilizado
aproximadamente 60 mL de leite. As amostras foram submetidas a leitura no analisador
ultrassonico de leite da marca Entelbra, modelo Lactoscan SA, sendo os resultados mensurados

e expressos por miliSiemens (mS) (Souza et al., 2019).
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4.1.12 indice crioscopico

O indice crioscépico foi medido no Crioscdpio Eletronico ITR (Brasil, 2006); ambas

as andlises foram realizadas na Fundacdo ABC, na cidade de Castro/PR.

4.2 PROCESSAMENTO DOS QUENOS

A produgdo do queijo duro tipo grana foi realizada na planta piloto da Escola
Tecnologica de Leite e Queijos dos Campos Gerais (ETLQueijos), pertencente ao curso de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), conforme o
fluxograma apresentado na figura 2. Foram feitas duas bateladas de queijos com LE e duas
bateladas de queijos com LINA.

Foram realizadas duas bateladas para cada tipo de leite (padrdo e LINA), a fim de
avaliar o efeito da adicdo de cloreto de calcio (CaCl.) na coagulagdo e no desempenho
tecnoldgico do leite. Para o leite padrdo, a primeira batelada foi produzida com a adicéo de 50
mL de solugdo de CaCl. a 50% por 100 litros de leite (Formulagdo padrdo utilizada na
ETLQueijos), a segunda batelada foi produzida sem a adi¢ao de CaCl.. Para o leite classificado
como LINA (Leite Instavel N&o Acido), a primeira batelada foi elaborada com a adicdo de 40
mL de solugdo de CaClz a 50% por 100 litros de leite (Formulacdo padrdo da ETLQueijos), a
segunda batelada, igualmente, foi preparada sem adig¢ao de CaCl..

Os queijos com LINA e LE foram produzidos em dias diferentes devido a
disponibilidade dos equipamentos da planta de queijos e a disponibilidade do LINA. Na linha
de producdo do queijo 72 litros de leite LINA com 3,0 % de gordura, pH 6,71, e 76 litros de
leite estavel com 3,0 % de gordura, pH 6,8, foram submetidos a pasteurizacao lenta (63 °C por
aproximadamente 30 minutos) e resfriados até atingir 35°C. Em seguida foram distribuidos em
dois tanques (36 litros de LINA e 38 litros de leite estavel em cada tanque).

Em um dos tanques contendo LINA, foram adicionados 14,4 mL de solucdo 50% de
CaClz, e em um dos tanques contendo LE, adicionou-se 15,6 mL de soluc¢éo 50% de CaCl2. Em
seguida foram adicionadas nos dois tanques a cultura lactea/fermento (S. thermophilus + L.
helveticus + L. bulgaricus, CHR Hansen®) seguindo indicagdo do fabricante (0,54 g no LINA
e 0,6 g no LE). Apos esse tempo foi adicionado o coalho liquido (CHR Hansen® (32,4 mL no

LINA e 35 mL no LE) em temperatura de 32 ° C com tempo de coagulacéo de 40 minutos.
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Ap0s a formacdo da coalhada, a massa foi cortada em grdos com 0,5 cm. A primeira
mexedura foi realizada sem aumento da temperatura e na primeira dessoragem foi retirado 40%
do soro. O primeiro aquecimento foi lento, até 45 °C por aproximadamente 15 min (1 °C a cada
3 minutos). O segundo aquecimento foi feito até 50 °C, até que os grédos atingiram o ponto (grdo
mais duros, bem dessorados e brilhantes), ndo ultrapassando 53-54 °C. Na segunda dessoragem
foi retirado o restante do soro e realizada a pré-prensagem da massa no tanque.

A salga foi feita na massa, utilizando 300 g de NaCl/100 L de leite, totalizando 108 g
de sal na massa de queijo feito com LINA e 114 g de sal na massa de queijo feito com LE. Apés
a salga, a massa foi enformada em formas de 1,5 kg cada com 15 cm de didmetro e 15 cm de
altura. Ap6s enformagem, foi realizada a prensagem (10 vezes 0 peso do queijo) durante 2
horas, ap0s a prensagem foi feita a viragem e a prensagem (18 vezes o peso do queijo) por 4
horas, ap6s esse tempo foi feita nova viragem e prensagem (18 vezes o peso do queijo) por 18
horas. Apds esse processo, 0s queijos seguiram para a camara fria 10 °C/85 % UR por 4 dias
para formacdo da casca. Apds a formacdo da casca 0s queijos foram cobertos com cobertura
Cobertura vinilica para queijos Lacto-Lab, com natamicina 1200 mg/kg (Figura 1). Os queijos
foram pré-maturados em cdmara com 10 °C e 85% de umidade relativa, por 30 dias, virando o
queijo 1 vez ao dia. Ap6s esse periodo os queijos completaram a maturagdo sem necessidade

de viragem. O tempo total de maturagéo foi de 180 dias.

Figura 1- Queijos cobertos com pelicula especial durante a maturacéo.

Fonte: A autora.



Figura 2- Fluxograma da fabricacdo dos queijos.

Fonte: A autora

[

Pasteurizagdo do leite cru- Lenta 65° C por 30 minutos

b 2

Resfriamento a 35° C

h 2

Adicdo de cloreto de cédlcio, 50 mL de solugdo 50 % /100 litros de
leite

Adicdo da cultura lactea (S. thermophilus + L. helveticus
+L.bulgaricus

[ Adicdo do coalho em temperatura de 32 °C, tempo de coagulacio |

40 minutos

Corte dos graos 0,5 cm

b o

Primeira mexedura sem aumento de tenlperatura

h 2

Primeira dessoragem retirada de 40% do soro

h 2

Primeiro aquecimento lento até 45°C por 15 minutos

b 2

Segundo aquecimento até 50°C até os grios atingirem o ponto
(erdos mais duros, bem dessorados e brilhantes)

b

Segunda dessoragem, retirada de todo o soro e pré prensar a
massa no tanque

h 2

Salga na massa

.4

Enformagem

b

Prensagem (10 vezes o peso do queijo)

¥

Viragem e prensagem (18 vezes o peso do queijo)

4

Viragem e prensagem (18 vezes o peso do queijo)

h 2

Camara fria 10 °C e 85% UR por 4 dias para formacdo da casca

b 2

Cobertura com pelicula especial para queijos

.

Pré maturacdo em camara ate 10 °C e 85% UR, por um més

virando os queil'os uma vez ao dia

—

Maturagdo em camara 10 °C e 85% UR, por 180 dias

41



42

4.3 ANALISES DOS QUEIJOS

Os queijos foram avaliados a cada 30 dias, durante o tempo de maturacéo (dias 0, 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dias), quanto aos pardmetros de umidade, cinzas, proteinas, gordura, pH,
acidez titulavel, nitrogénio total, calcio total, rendimento, pardmetros microbioldgicos,
atividade da agua, cor, textura, indices de maturacdo (extensdo e profundidade da protedlise).
Para a amostragem, os queijos foram fracionados em partes que englobaram casca e centro. A
andlise sensorial foi realizada apds 180 dias de maturagdo, onde os queijos foram fracionados

em cubos utilizando somente o centro.

4.3.1 Analises fisico-quimicas

O teor de umidade foi mensurado pelo método gravimétrico de secagem em estufa a
105 °C e o percentual de cinzas em mufla a 550 °C de acordo com Brasil (2006). O percentual
de gordura foi determinado pelo butirdmetro de Gerber, conforme descrito por 1AL (2008). O
pH foi medido pelo método potenciométrico (Marca Simpla, modelo PH 140) e a acidez
titulavel, expressa em acido latico (%, m/m), conforme descrito por Brasil (2006).

O teor de nitrogénio total (NT) foi determinado pelo método Kjeldahl, usando o fator
de conversdo de 6,38 para o célculo da proteina total (Brasil, 2006). A atividade de agua foi
determinada a 25 °C por medida instrumental em equipamento Aqualab série 3 (modelo TE,
Decagon Devices), como citado por Cichoski et al. (2008). Todas as determinacdes foram

realizadas em triplicata.

4.3.2 Caélcio total

A determinacdo do célcio total nos queijos foi realizada por espectrometria de emisséo
atdbmica com plasma de argonio indutivamente acoplado (Marca Perkin Elmer, modelo Optima
3000 DV) seguindo os métodos adotados pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).
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4.3.3 Rendimento

O rendimento dos queijos foi calculado ap6s a producéo, relacionando a massa de

queijo produzida em relacdo a 100 litros de leite (kg queijo/100 litros de leite) (equacéo 02).

Rendimento (kg queijo/100 litros de leite) = massa de queijo obtida (02)
massa de leite utilizada

4.3.4 Analises microbiologicas

A qualidade microbiol6gica dos queijos foi avaliada no inicio e no final do tempo de
maturacdo (180 dias) acordo com metodologia descrita por APHA (2001). Foram avaliadas a

presenca de E.coli, Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.

4.3.5 indices de maturacio

Para a avaliacdo da proteolise foram realizadas analises periédicas de nitrogénio total
(NT) conforme Brasil (2006), nitrogénio ndo proteico em TCA 12 % (NNP) e nitrogénio nao
caseinoso pH 4,6 (NNC) de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (1995). Com a
realizacdo das analises de NT, NNP e NNC, foram calculados o indice de extensao de protedlise
e o indice de profundidade de protedlise. As analises foram realizadas em triplicata. Os indices
foram calculados conforme as equag6es 03 e 04 (Wolfschoon, 1983; Pizaia, 2003; Andreatta,
2006):

indice de extensdo da protedlise (%): (03)
IEP = NNC x 100
NT
indice de profundidade da protedlise (%): (04)
IPP = NNP x 100

NT
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4.3.6 Andlise de cor

A cor do centro do queijo foi avaliada durante a maturacdo utilizando o colorimetro
MiniScan EZ (Hunter Lab, Reston, Virginia, EUA), considerando os parametros L*, a* e b*.

Foram calculados o Croma e angulo Hue (° Hue) de acordo com Judacewski et al. (2016).

4.3.7 Analise de textura

O perfil de textura das amostras foi avaliado no texturdmetro TA.XT Plus (Stable
Micro Systems, Godalming, Surrey, Reino Unido) usando o probe cilindrico P36/R. As
amostras foram cortadas nas dimensfes de 20 mm x 20 mm (didmetro x altura), e submetidas
a compressao dupla a 30% da altura original, com velocidade de teste de 0,8 mm/s, a 20 °C
(Bertolino et al., 2011). Os parametros considerados foram dureza, coesividade, adesividade,

elasticidade, mastigabilidade e resiliéncia.

4.3.8 Analise Sensorial

A anélise sensorial foi realizada ao final do periodo de maturacdo (180 dias), no
laboratério de andlise sensorial do departamento de Engenharia de Alimentos da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, mediante aprovacdo do Comité de Etica de Pesquisas com Seres
Humanos (6.114.924). Compareceram 106 avaliadores ndo treinados entre estudantes,
funcionarios e pessoas que tiveram disponibilidade para participar da analise. Ao chegar ao
laboratério cada avaliador foi orientado a apontar a cdmera do seu celular para um QRcode, 0
qual era direcionado ao termo de consentimento livre e esclarecido para participar da pesquisa
e ao questionario (APENDICE A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO E QUESTIONARIO SENSORIAL), ambos respondidos utilizando o celular
de cada avaliador.

Os avaliadores foram direcionados para cabines individuais sob luz branca em
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). Todos os participantes responderam
perguntas quanto a idade, género, grau de escolaridade, regido de residéncia, renda familiar,
frequéncia de consumo de queijo duro e locais de compra do queijo. Além disso também
responderam quanto as caracteristicas dos queijos utilizando a escala heddnica, escala do ideal
e intencdo de compra. Quatro amostras de queijo duro tipo grana foram disponibilizadas em
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copos pléasticos descartaveis de 50 mL, cortadas em cubos de aproximadamente de 2 cm,
codificadas com numeros aleatdrios de 3 digitos, sendo os codigos: 145, 204, 256 e 301
correspondentes as formulagdes LE com CaCl2 (queijo produzido com leite estavel com adicéo
de CaCly), LE sem CaCl2 (queijo produzido com leite estavel sem adicdo CaClz), LINA com
CaCl2 (queijo produzido com LINA com adicdo de CaCly) e LINA sem CaCl2 (queijo
produzido com LINA sem adic&o de CaCl.), respectivamente. Todos os avaliadores receberam
um copo de agua para limpar o paladar entre as amostras.

Para avaliar o indice de aceitabilidade (IA) dos queijos, foi utilizada a equacdo 05
(Dutcosky, 2019):

IA (%) = A x 100/B (05)

Onde:
A= Nota média obtida para o produto

B= Nota méaxima dada ao produto

Para avaliagdo dos atributos de impressdo global e sabor, foi utilizada a escala
hedbnica de 9 pontos (1= Desgostei extremamente, 2= Desgostei muito, 3= Desgosteli
moderadamente, 4= Desgostei ligeiramente, 5= Indiferente, 6= Gostei ligeiramente, 7= Gosteli
moderadamente, 8= Gostei muito e 9= Gostei extremamente). Para avaliar a maciez e a acidez
dos queijos, foi utilizada a escala do ideal de 5 pontos (1= Abaixo do ideal, 2= Pouco abaixo
do ideal, 3= Ideal, 4= Pouco acima do ideal e 5= Acima do ideal) (Dutcosky, 2019).

Foram levantados atributos que correspondem a caracteristicas sensoriais do queijo
duro tipo grana pela equipe de pesquisa, baseada nas caracteristicas dos queijos duros tipo grana
comerciais, sendo elas: cor amarela, massa homogénea, odor adocicado, odor picante, odor de
manteiga, sabor adocicado, sabor caracteristico de queijo duro, sabor amanteigado, gosto
residual &cido, gosto acido, gosto doce, gosto amargo, dureza, gorduroso, textura granular.
Esses atributos foram disponibilizados na ficha sensorial para os avaliadores realizarem o teste
RATA (Rate All That Apply) (Apéndice A) no qual os mesmos assinalaram todos os atributos
que perceberam nas amostras, e atribuiram notas de 1 a 9 para avaliar a intensidade de cada
atributo percebido em cada amostra, sendo 1= Extremamente fraco, 2= Muito fraco; 3=
Moderadamente fraco; 4= Ligeiramente fraco; 5= Neutro; 6= Ligeiramente intenso; 7=
Moderadamente intenso; 8= Muito intenso e 9= Extremamente intenso.

Para avaliar a atitude do consumidor em uma situacdo hipotética de compra dos
queijos, foi utilizada uma escala de intencdo de compra de cinco categorias, com 0s termos:

decididamente eu ndo compraria= 1, provavelmente eu ndo compraria= 2, talvez sim/talvez
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ndo= 3, provavelmente eu compraria= 4 e decididamente eu compraria= 5 (Dutcosky, 2019).
Todos os dados obtidos foram tabulados em planilhas no Excel.

4.4  ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo, sendo realizado teste de
Levene para avaliar sua homogeneidade, considerando paramétrico o valor de p>0,05. Em
seguida, os dados paramétricos foram analisados pela analise de variancia (ANOVA),
considerando valor de p< 0,05, complementada com o teste de compara¢do de médias de
Fischer LSD, considerando um valor significativo de p<0,05. As amostras de leite estavel e
LINA foram avaliadas pelo Teste t de Student (p<0,05). Os dados da analise sensorial foram
analisados pela analise de variancia (ANOVA), considerando valor de p< 0,05, complementada
com o teste de Tukey e Socoott- Knott, considerando um valor significativo de p<0,05. Os
dados das analises fisico-quimicas e microbioldgicas do leite e dos queijos foram analisados
pelo software Statististica StatSoft 10 e os dados obtidos na analise sensorial, foram analisados
pelo software estatistico SASM-Agri e XLStat.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  ANALISES DO LEITE

5.1.1 Teste do alcool nas concentracdes 72, 74 e 76% (v/v), teste do alizarol, acidez titulavel
e estabilidade térmica

Nas amostras LINA foi observado resultado positivo para o teste do alcool nas
concentragdes 72, 74 e 76 %, pois apresentou grumos (Figura 3 A). J& para as amostras de leite
estavel (LE), o resultado foi negativo nas mesmas concentracdes de alcool, ndo apresentando
grumos (Figura 3 B).

Figura 3- Teste do alcool positivo (A) nas concentragdes 72, 74 e 76 %, leite caracterizado como LINA. Teste do
alcool negativo (B) nas concentracOes 72, 74 e 76 %, leite caracterizado como estavel.

Fonte: A autora.

O teste do alcool tem a finalidade de pré-determinar se a estabilidade térmica do leite
é suficiente para suportar o processamento, como a pasteurizacdo e o processo de ultra high
temperature (UHT), pois sdo processos que exigem que o leite seja submetido ao aumento de

temperatura. As proteinas possuem estabilidade maxima quando o pH, temperatura € 0
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equilibrio eletrostatico estdo em seus pontos 6timos, podendo coagular e/ou precipitar quando
um ou mais fatores mencionados estiverem alterados, e estas alteracfes séo detectadas pelo
teste do alcool (Beloti, 2015).

O leite instavel ndo acido (LINA) é classificado como sendo aquele que se apresenta
instavel (precipitacdo da caseina) na presenca do &lcool a 72 % sem apresentar acidez titulavel
acima de 18 °D (Zanela et al., 2018), ou seja apresenta perda da estabilidade da caseina ao teste
do alcool, com precipitacdo dessa proteina, porém, sem haver acidez elevada no leite. A perda
da estabilidade da fracdo proteica do LINA pode estar relacionada com um desequilibrio no
sistema, como por exemplo, o0 aumento do calcio idnico do leite, que reduz as cargas negativas
das micelas de caseina e causa repulsao eletrostatica, diminuindo a resisténcia durante o contato
com o alcool ou durante os tratamentos térmicos (Martins et al., 2015).

Complementar ao teste do alcool nas propriedades leiteiras, antes do carregamento do
leite, é realizado o teste do alizarol, que consiste no mesmo principio do teste do &lcool, porém,
com um indicador de pH, alizarina, que de forma indireta indica em qual faixa de pH o leite se
encontra. A figura 4 (A) mostra os resultados para o teste do alcool e alizarol realizadas nesse
trabalho, sendo as amostras na parte superior da figura correspondentes ao LE e as na parte
inferior correspondentes ao LINA. A Figura 4 (B) mostra como o teste indica um leite alcalino
(1), normal (2) e acido (3). Pode-se perceber que ambas as amostras dos leites utilizados nesse
trabalho se encontravam sem acidez elevada, pois apresentaram coloragdo vermelho tijolo.

Figura 4- Teste do alizarol (A) nas amostras de LE e LINA, e (B) coloragGes caracteristicas para leite alcalino (1),
leite normal (2) e leite acido (3).

Fonte: A utora.

A acidez do leite exerce influéncia direta sobre a coagulacdo, bem como sobre a
estrutura e a textura da coalhada formada durante a fabrica¢éo do queijo. De forma geral, niveis
mais elevados de acidez favorecem a formacgéo de uma coalhada mais firme e compacta, em

virtude da maior desnaturacdo das proteinas e da reducdo da repulsdo eletrostatica entre as
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micelas de caseina (Fox et al., 2017). Por outro lado, niveis mais baixos de acidez tendem a
gerar uma coalhada mais delicada e menos firme, podendo comprometer o rendimento e a
textura final do queijo (Bonfim et al., 2020). A textura da coalhada é crucial para determinar a
textura final do queijo (Mamede et al., 2010). A acidez do leite também contribui para o perfil
de sabor do queijo. Queijos produzidos a partir de leite mais acido podem ter um sabor mais
pronunciado, enquanto queijos de leite menos acidos podem ser mais suaves (Fox et al., 2004).

Segundo a Instrucdo Normativa n° 76 e 77 de 26 de novembro de 2018 (Brasil, 2018)
o leite deve apresentar acidez titulavel entre 14 e 18 °D (ou 0,14-0,18 g de &cido latico/100 mL
de leite). Nas amostras de LINA foi observado o valor de 15 °D e no LE o valor de 14,9 °D
para acidez tituldvel, mostrando que ambos estdo dentro dos valores estabelecidos pela
legislacdo; além disso os valores ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05).

Os parametros dos testes do alcool, alizarol e acidez tituldvel permitiram a
classificacdo das amostras de leite como leite estavel (estabilidade ao alcool > 72 °GL e acidez
entre 0,14 e 0,18 g/100 mL) e leite instavel ndo &cido (LINA) (estabilidade ao alcool <72 °GL
e acidez entre 0,14 e 0,18 g/100mL). Os resultados demonstram, no que se refere ao grau de
estabilidade média ao alcool, que os valores encontrados para LINA e LE sdo diferentes
indicando que, por este teste, pode-se caracterizar o leite como estavel ou instavel ndo acido.
Entretanto, para determinar se o leite é instdvel ndo &cido, deve-se realizar o teste de acidez
para confirmar se o leite se encontra dentro das normas permitidas pela legislagéo, visto que
guando o leite se encontra &cido (valores acima de 18 °D), o teste do alcool mostra-se positivo.

As amostras de LE ndo apresentaram grumos ap6s a fervura no teste de estabilidade
térmica; ja nas amostras de LINA, foram observados grumos, indicando que o leite se
apresentou instavel quando submetido ao processamento térmico. Esse resultado estd em
conformidade com os resultados de trabalhos de Manske et al. (2021), Goulart et al. (2019),
Martins et al. (2019) e Zanela (2018) que também demonstraram que o LINA apresenta
precipitacdo da caseina, quando submetido ao tratamento térmico.

A precipitacdo ocorre porgque a micela de caseina possui grupamentos acidos (COOH)
e bésicos (NHs), com uma predominancia de &cidos sobre os grupos amino, portanto, a carga
resultante é negativa. Assim, quando a estabilidade da estrutura micelar esta fraca, e isso pode
ocorrer devido algum desequilibrio no sistema, como por exemplo, 0 aumento do célcio idnico
do leite (Martins et al., 2015), acaba gerando atracao entre as micelas, ocasionando agregacédo

das mesmas, por isso observa-se a presenca de grumos no leite (Zanela et al.,2018).
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5.1.2 pH, densidade e indice crioscopico

Segundo Instrucdo Normativa n° 76 e 77 de 26 de novembro de 2018 (Brasil, 2018) o
pH do leite bovino pode variar de 6,6 a 6,8. Quando os valores de pH do leite estdo abaixo do
intervalo estabelecido pela legislacdo, isso pode indicar falhas na higiene durante a ordenha
e/ou armazenamento em temperatura inadequada, resultando em um aumento da acidez do leite
(Tronco, 2010). O pH do leite exerce influéncia direta sobre diversos aspectos da fabricacao de
queijos, como a textura, a microbiota e a maturacao (Fox et al., 2017). As reacOes enzimaticas
catalisadas pelo coalho e pelas enzimas microbianas sdo dependentes do pH, o que afeta: O
tempo de coagulacdo, a sinérese (expulsdo de soro) e a desmineralizacdo da massa caseosa.
Alteragdes no pH também influenciam a atividade microbioldgica durante a maturagao,
interferindo no desenvolvimento de caracteristicas sensoriais como sabor, aroma e consisténcia
(Zanela; Ribeiro, 2018). Os leites utilizados nesse trabalho apresentaram valores de pH em
conformidade com a legislacdo, e também ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05)
entre si (Tabela 1).

Tabela 1- Valores de pH, densidade e indice crioscépico do leite cru caracterizado como estavel (LE) e instavel
ndo acido (LINA).

Parametros Analiticos LE LINA INNn° 76
pH* 6,82 +0,01 6,712 +0,03 6,6 a6,8
Densidade (g/mL) 1,0302 +0,01 1,0312 0,02 1,028 a 1,034
Indice crioscopico (° H) -0,5482 £0,02 -0,5492 10,00 -0,530 a -0,555

* Adimensional. Dados apresentados como média + desvio-padréo.

Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste t (p> 0,05).

IN: Instrugdo Normativa n° 76 de 26 de novembro de 2018, Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de
Leite Cru Refrigerado.

O LINA e o LE avaliados nesse trabalho apresentaram valores préximos quanto a
densidade, sem diferencas estatisticas significativas (p>0,05) e ambos estavam em
conformidade com a legislacdo. A densidade do leite influencia diretamente na quantidade de
queijo que pode ser produzida a partir de uma quantidade especifica de leite, ou seja, reflete
diretamente no rendimento do queijo; sendo assim leites mais densos tendem a produzir mais
gueijo, uma vez que contém mais solidos (Silva et al., 2019). A densidade do leite também pode

afetar a textura final do queijo por conter mais gordura e proteina, e tende a resultar em queijos
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mais cremosos e com textura mais firme (Castanheira, 2012).

O indice crioscopico fornece uma indicacdo do teor de sélidos totais no leite. Isso
inclui ndo apenas a gordura, proteinas e lactose, mas também minerais e outros componentes.
Um indice crioscopico mais alto geralmente indica um leite com maior concentracéo de sélidos,
0 que pode influenciar a quantidade e a qualidade do queijo produzido (Oliveira, 2020). Além
disso, pode influenciar a textura e a consisténcia final do queijo, pois afeta a quantidade de
solidos que permanecem no queijo apds a remoc¢édo do soro (Castanheira, 2012). Conforme o
apresentado na Tabela 1, o indice crioscopico do LINA e do LE se mostraram semelhantes e
sem diferencas estatisticas significativas (p>0,05), além disso ambos estavam em conformidade

com a legislacédo para esse parametro (Brasil, 2018).

5.1.3 Condutividade elétrica, calcio idnico (Ca?") e calcio total

A Tabela 2 mostra as médias e desvio padrdo da condutividade elétrica, calcio total e
calcio ibnico do LE e do LINA. A condutividade elétrica do leite pode ser utilizada para
verificar a qualidade e a composicdo do leite, pois esta relacionada a concentracdo de ions
dissolvidos, especialmente os eletrdlitos como sais de célcio, magnésio, potassio e sodio
(Panchal et al., 2016). Neste trabalho foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre a
condutividade elétrica do LE e LINA (5,61 mS e 5,78 mS respectivamente), que pode ser
explicada pela quantidade de calcio idnico (Ca?*) presente no LINA que também foi maior. O
calcio ibnico que esta presente na forma de Ca?" no leite, contribui para a condutividade elétrica
porque os ions carregados sdo capazes de transportar corrente elétrica (Nienaber et al., 2004),
e quando se mede a condutividade elétrica do leite, observa-se a capacidade dos ions no leite

de conduzir essa corrente.

Tabela 2 - Valores da condutividade elétrica, calcio total e calcio idnico do leite cru caracterizado como estavel
(LE), instavel ndo acido (LINA).

Parametros Analiticos LE LINA
Condutividade elétrica (mS) 5,612+0,10 5,782 +0,01
Caélcio i6nico (g/l) 0,0822+0,11 0,128° +0,09
Célcio total (m%) 163,52 +0,25 222,52 +0,25

Dados apresentados como média * desvio-padrao.
Meédias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo Teste t (p<0,05).

O Ca?* no leite pode interferir na condutividade elétrica ao competir por sitios de ligagéo
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Ou ao interagir com outros ions presentes, como potassio (K*), sédio (Na*), e magnésio (Mg?")
(Ribeiro et al., 2006). A presenca desses ions influencia a mobilidade dos elétrons livres no leite,
afetando assim sua condutividade elétrica (Panchal et al., 2016). Em resumo, o Ca?* no leite
influencia a condutividade elétrica devido a sua capacidade de ionizar-se e interagir com outros
fons presentes no leite, afetando assim a mobilidade dos ions livres e, consequentemente, a
capacidade do leite de conduzir eletricidade.

Barbosa et al. (2009) em um estudo utilizaram 29 vacas Jersey, distribuidas em grupos
de acordo com o tempo de lactagdo, mediram as concentracdes de Ca?* presentes no LINA e
verificaram valores maiores de Ca®* no LINA. Marques et al. (2011) em seu estudo, também
observaram que existe maior quantidade de Ca®* no LINA quando comparado ao LE.

5.1.4 Contagem Bacteriana total (CBT) e contagem de células somaticas (CCS) do leite

A legislacdo permite o valor maximo de células somaticas (CCS) de 5,0 x10°
células/mL (500 mil células/mL), e de contagem bacteriana total (CBT) até 300.000 UFC/mL
(Brasil, 2018). Ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) entre a CCS e CBT
do LE e LINA (Tabela 3). Esse resultado era esperado, visto que a CCS esté relacionada com a
sanidade do animal (presenca de mastite) e CBT com a higiene durante a ordenha e temperatura
de armazenamento do leite, ndo sendo uma alteracdo do LINA. Os dois leites apresentaram

valores dentro dos padrdes exigidos pela legislacéo.

Tabela 3 - Contagens de células sométicas (CCS) e bacteriana total (CBT) para o leite cru caracterizado como
estavel (LE) e instavel ndo &cido (LINA).

LE LINA INNn®76e77
CCS (Células/mL) 4,88x10°%+0,20  4,90x10°% 0,01 5,00 x10°
CBT (UFC/mL) 210.000%+0,03  212.000% 0,02 300 mil

Dados apresentados como média + desvio-padrao.

Médias seguidas por letras iguais, na mesma linha, ndo diferem entre si pelo Teste t (p> 0,05).

IN: Instrucdo Normativa n°® 76 e 77 de 26 de novembro de 2018, Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leite Cru Refrigerado.

Goulart et al. (2019) quando compararam a CCS do LE e LINA, também néo
observaram diferencas estatisticas significativas. Os valores de CCS e CBT sdo parametros de
extrema importancia para a determinacdo da qualidade do leite e sua aptiddo para o
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processamento industrial. Na producdo de queijos, um alto valor de CCS (valores superiores a
6,0 x 10° células/mL) causa o aumento da lactoperoxidase e plasmina, enzimas antimicrobianas
responsaveis por inibir a multiplicacdo dos microrganismos da cultura lactea (Sobral et al.,
2017). Além disso também podem atuar na matriz proteica do gel, deixando-a extremamente
frégil, possibilitando perdas de caseina, gordura e extrato seco para o soro, o que reduz a firmeza
da coalhada, influenciando o rendimento e causando defeitos de textura, que podem inviabilizar
a producao e a comercializacdo do produto (Oliveira, 2019).

Estudos realizados por Summer et al. (2015), avaliando queijo Parmigiano Reggiano
produzido com leite em diferentes niveis de CCS, mostraram uma perda significativa de
rendimento quando o valor de CCS no leite estava acima de 300.000 células/mL, chegando a
diferenca de 15 % a menos no rendimento, quando comparado ao queijo produzido com leite
com CCS abaixo de 300.000 células/mL. Além de influenciar nas caracteristicas de textura e
rendimento, altos valores de CCS e CBT também podem influenciar no sabor, pois provocam o
aumento do nivel da enzima lipase, que causa degradacao dos acidos graxos deixando o leite e

seus derivados com sabor ran¢oso (Melo et al., 2022).

5.1.5 Composicgao do leite

A composicdo do leite esta descrita na Tabela 4. Os teores de proteina e lactose
apresentaram-se significativamente (p<0,05) menores e de gordura maior no LINA quando
comparado ao LE; extrato seco total e desengordurado ndo apresentaram diferenca significativa
(p>0,05).

Tabela 4 - Composicéo do leite cru caracterizado como estavel (LE) e instavel ndo &cido (LINA).

Parametros Analiticos LE LINA IN n° 76
Proteinas (g/100g) 3,542 0,00 3,327 +0,01 > 2,99/100g
Lactose (g/100g) 5,212 40,02 4,90° +0,10 > 4,39/100g
Gordura (g/100g) 3,62° 40,10 4,322 +0,06 > 3,09/100g
Extrato seco total (g/1009) 12,212 40,12 12,26%+0,10 > 11,4¢9/100g
Extrato seco desengordurado (g/100g) 8,532 +0,01 8,522 0,04 > 8,49/100g

Dados apresentados como média + desvio-padrdo. Médias seguidas por letras diferentes, na mesma linha, diferem
entre si pelo Teste t (p< 0,05).

IN: Instrucdo normativa N° 76 e 77 de 26 de novembro de 2018, Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
de Leite Cru Refrigerado.



54

Estudos realizados por Marques et al. (2007) compararam LINA vindos da regiéo sul e
noroeste do Rio Grande do Sul (RS) e observaram que nos leites produzidos na regido sul do RS,
houve uma diminuicdo significativa de proteina e lactose e aumento do teor de gordura. Ja na
regido noroeste, observaram reducdo significativa nos teores de proteina, lactose, extrato seco
total e extrato seco desengordurado, mas ndo houve variagdo significativa no percentual de
gordura entre o leite estvel e o LINA.

Abreu et al. (2008) avaliaram a composicdo quimica do leite em uma propriedade no
extremo oeste de Santa Catarina e ndo observaram diferenca nos teores de gordura, proteina,
lactose, extrato seco total e extrato seco desengordurado, entre LINA e leite estavel. Assim ndo
se pode afirmar que as diferencas encontradas nas amostras de leite sejam relacionadas ao LINA,
pois varios fatores podem interferir na composicéao do leite, como dieta, periodo de lactacéo, raca,
idade, clima, satude do animal, etc. (Barbosa et al., 2012; Ciprandi et al., 2012; Zanela et al.,
2009). Alem disso, nesse estudo e nos estudos relatados, nenhum aponta valores dos constituintes
do LINA fora dos padrdes exigidos pela legislagéo (IN 76 e IN 77).

5.2 CARACTERIZACAO DOS QUEIJOS

5.2.1 Rendimento e caracteristicas fisico-quimicas

O rendimento do queijo € um termo que define a quantidade de queijo expresso em
quilogramas, obtido a partir de 100 kg de leite, ou a quantidade de litros necessaria para se
produzir 1 kg de queijo. Existem fatores que influenciam no rendimento, 0s principais sdo 0s
teores de proteina e gordura (Souza, 2014). Os queijos produzidos com LINA com CaCl>
tiveram o maior rendimento entre todos os queijos avaliados (Tabela 5), ou seja, necessitaram
de uma menor quantidade de litros de leite para produzir 1 kg de queijo, ja os queijos produzidos
com LE sem CaCl> tiveram o menor rendimento. As variagcdes ocorrem principalmente pela
composicdo do leite utilizado, pois de acordo com Souza et al., (2014) a transi¢cdo dos
componentes do leite para o queijo é de 73% para as proteinas, 85,33% para gordura e 53,30%
para extrato seco total. Observa-se que o teor de gordura do LINA utilizado no processamento
do queijo foi maior e significativamente (p<0,05) diferente do teor de gordura do LE, assim

este componente em maior quantidade no LINA pode ter colaborado para o maior rendimento.
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Tabela 5 - Rendimento e caracterizacdo fisico-quimica dos queijos produzidos com leite caracterizado como
estavel (LE) e instavel ndo &cido (LINA) com e sem adicdo de cloreto de calcio (CaCl,) ao final da maturacgéo (180
dias).

Paréametros Analiticos LE LINA
ComCaClz  Sem CaCl: Com CacCl2 Sem CaClz
Rendimento (L/kg) 10,88 12,75 10,61 12,32
pH* 5302+0,00 5,312+0,20 5,19° 40,01 5,18 0,10
Acidez % 0,57¢+0,01  0,499+0,08 0,982 +0,05 0,82° 0,02
Gordura % 32,5240,10 26,5 +0,05 32,02 +0,05 28,02 40,20
Umidade % 30,692+0,20 30,522+0,07 28,52¢+0,20  29,27" +0,50
Atividade da dgua 0,8602+0,07 0,854°+0,10 0,806°¢+0,30 0,806 0,10
Cinzas % 4,082+0,10 4,302 +0,07 4,23%+0,20 4,442 10,03
Proteinas % 415%+0,03 40,22 +0,30 40,72 +0,04 40,72 0,20
Nitrogénio total % 6,502+0,50 6,46%+0,51 7,012 +0,60 7,012 +0,09
Célcio total % 1,14°+0,01  1,352+0,09 1,412 +0,20 1,412 +0,10

* Adimensional. Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de
Fisher LSD (p<0,05).

Observou-se que a concentracdo de caseina no leite teve impacto direto na formacédo da
coalhada e no rendimento final. Pois a estrutura do coalho depende da formacdo de uma rede
proteica capaz de reter umidade e sélidos e em amostras com maior concentracao de caseina, a
formacéo da coalhada foi mais eficiente, resultando em uma massa mais firme e com maior
retencdo de constituintes do leite (Silva et al., 2019a), o que pode ter refletido em um maior
volume e peso do queijo produzido.

Além disso, a gordura do leite desempenhou papel relevante tanto nas caracteristicas
sensoriais do produto quanto no seu rendimento (Lazzarotto, 2013). Foi evidente que leites com
maior teor de gordura originaram queijos com textura mais macia e sabor mais pronunciado,
além de apresentarem maior rendimento, uma vez que a gordura foi eficientemente retida na
matriz da coalhada durante a coagulacgdo e essa retencdo contribuiu significativamente para o
peso final do queijo.

Lazzarotto (2013) ao desenvolver queijo frescal com leite estavel e LINA encontrou
rendimento de 13,17 L/kg e 13,20 L/Kg, respectivamente, e nao encontrou diferenca
significativa entre o rendimento dos produtos processados com as duas matérias-primas.

Resultados semelhantes foram observados por Abreu (2008) que ndo observaram diferencas no
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rendimento de queijo prato produzido com LINA. Silva et al. (2019a) encontraram rendimentos
inferiores na producdo de queijo mucgarela com LINA, diferindo dos resultados encontrados
nesse estudo com queijo duro, onde o queijo produzido com LINA com CaCl, teve maior
rendimento.

Neste trabalho pode-se observar que a adi¢do de CaCl; influenciou no rendimento dos
queijos. Os queijos que foram produzidos utilizando CaCl,, apresentaram valores maiores de
rendimento, tanto no LE quanto no LINA. A utilizacdo do CaCl, tem por objetivo a
reconstituicdo do célcio soltvel que ¢ insolubilizado devido ao tratamento térmico empregado
ao leite durante a pasteurizacdo (Ménard et al., 2014). O CaCl, auxilia na coagulacdo
promovendo uma coalhada mais firme e compacta, além de prevenir perdas de sélidos no soro,
reduzir o tempo de coagulacdo e melhorar a expulsao do soro (Nassu; Lima, 2006, Matos et al.,
2015).

Quando se compara o rendimento dos queijos sem CaCl, produzidos com LINA com
0s queijos produzidos com LE, pode-se observar (numericamente) que 0s queijos obtidos a
partir do LINA tiveram um maior rendimento, que pode ter ocorrido devido ao maior teor de
calcio total e célcio i6bnico encontrados neste leite. A maior quantidade de célcio ibnico pode
ter contribuido para uma melhor coagulacdo, ja que o célcio auxilia a estabilizacdo da estrutura
das micelas de caseina. Além disso, a quantidade de calcio no leite influencia a quantidade de
soro que € liberada durante a producdo de queijo. Um leite com niveis adequados de célcio
tende a reter mais umidade e s6lidos no queijo, aumentando o rendimento (Ménard et al., 2014).

Comparando os queijos produzidos com LE com e sem CaCl; (Grafico 1) em relacdo
aos valores de pH, pode-se observar que no dia 0 ndo houve diferencas significativas (p>0,05)
entre eles (5,67 e 5,73 respectivamente), 0 mesmo podendo ser observado entre o LINA com e
sem CaCl» (6,14 e 6,15 respectivamente). Porém, quando s&o comparados o0s queijos produzidos
com LE com os queijos produzidos com LINA, observa-se diferencas significativas no pH
(p<0,05) tendo os queijos fabricados com LE com e sem CaCl; valores mais baixos, ou seja,
mais acidos que os queijos fabricados com LINA. A partir dos 60 dias até o final da maturagéo,
os valores se inverteram e 0s queijos produzidos com LINA passaram a ser mais acidos quando

comparados com os queijos fabricados com LE.
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Grafico 1 - Evolugdo do pH dos queijos durante os 180 dias de maturacao.
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Houve diferencas significativas para os queijos avaliados também em relacdo ao tempo
(p <0,05). Ambos os queijos produzidos com LE e LINA mostraram variagdes significativas no
pH no dia 0 e 30 de maturagéo, e em todos os queijos houve queda nos valores de pH, que
diferiu dos demais periodos, mostrando um pH mais elevado, mas apés os 30 dias de maturagéo
os valores se mantiveram estaveis tendo pouca variacdo até o final da maturacéo.

As alteracbes de pH nos queijos durante a maturagdo ocorrem principalmente devido
a reacdes bioguimicas e microbioldgicas que transformam os componentes do leite ao longo do
tempo e essas mudancas sao naturais e desejaveis nos queijos maturados, pois estdo diretamente
relacionadas ao desenvolvimento de textura, sabor, aroma e seguranca microbiolédgica (Fox et
al., 2017). Durante a fermentacdo inicial, bactérias lacticas (como Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus) fermentam a lactose em acido latico, o que reduz o pH (torna o queijo mais
acido), essa acidificacdo ajuda a inibir patdgenos e controlar a microbiota (Ribeiro et al., 2021).
A protedlise, que é um processo que ocorre naturalmente em queijos maturados, também é
responsavel pelas alteracdes de pH (Zheng et al., 2018). Durante a maturagéo, enzimas como a
quimosina, peptidases microbianas ou do leite, degradam as proteinas (Principalmente caseina),
essa degradacdo libera aminoacidos e compostos basicos (Aminas), que elevam o pH
gradualmente, especialmente nas partes mais internas do queijo (Ribeiro et al., 2021).

Os queijos produzidos com LINA mostraram uma maior acidez titulavel (p<0,05) ao
final do periodo de maturacdo quando comparados com os produzidos com LE, e todos os
queijos diferiram entre si (p<0,05) para o teor de acidez titulavel durante todo o periodo de

maturagdo (Grafico 2). Apesar das variagdes na acidez titulavel entre os queijos, os valores
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encontrados estdo dentro do esperado para queijos duros, onde a acidez titulavel pode atingir
até 1,5% ao final da maturacdo (Furtado, 2011b).

Grafico 2 - Evolucéo da acidez dos queijos durante os 180 dias de maturagao.
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A acidez do queijo é responsavel por garantir o desenvolvimento da microbiota latica
e manter efetivas as diferentes reacfes enzimaticas durante a maturacdo (O’callaghan et al.,
2017). A producéo de &cido latico afeta algumas caracteristicas do queijo por meio da influéncia
na sinérese do grdo, retencdo de calcio que pode afetar a textura do queijo e também pode inibir
alguns tipos de bactérias ndo desejaveis durante a maturacao, o que é considerado benéfico na
producdo de queijos (Burgé et al., 2020). Além disso, uma maior acidez pode realcar sabores e
proporcionar um perfil gustativo mais complexo, enquanto queijos menos acidos tendem a ser
mais suaves e cremosos; a acidez também influencia a textura e a percepcao sensorial global do
queijo (Mason et al., 2015).

Observou-se que 0s queijos elaborados com leite instavel ndo &cido (LE) sem adicdo
de CaCl: apresentaram teor de gordura significativamente inferior aos demais tratamentos (p <
0,05) (Tabela 5). Esse resultado sugere que a auséncia de cloreto de calcio comprometeu a
eficiéncia da coagulacédo, impactando diretamente a retencédo de gordura na matriz da coalhada.
(Da Silva et al.,2023). O processo de coagulacéo é crucial para a incorporagéo e retencdo dos
gloébulos de gordura no queijo. Quando a coagulacdo ocorre de forma deficiente, ha maior
tendéncia de perda de gordura no soro, o que reduz o teor lipidico do produto final (Gullén et
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al., 2019). Nesse contexto, a auséncia de CaCl., pode ter agravado a fragilidade da rede de
caseina, dificultando a formagdo de uma coalhada coesa e estavel, favorecendo a liberagdo de
gordura durante o corte e dessoragem.

A evolucéo do teor de gordura em funcéo do tempo de maturacao esta demonstrada no
Gréfico 3. Pode-se perceber que o teor de gordura variou entre 0s queijos avaliados com o
passar do tempo de maturacdo e houve diferencas significativas (p<0,05) também em relacdo
ao tempo. Isso pode ter ocorrido devido a heterogeneidade entre as pecas de queijo, e além
disso, a medida que o queijo matura, a perda de umidade pode concentrar a gordura,
aumentando a sua propor¢cdo em relacdo ao peso total. Apesar do menor teor de gordura
observado nos queijos elaborados sem a adi¢do de CaCl., todas as amostras analisadas
permaneceram dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo vigente, sendo, portanto,
classificadas como queijos semigordos, conforme definido pela legislacdo brasileira (Brasil,
1997).

Gréfico 3 - Evolucdo do teor de gordura dos queijos durante os 180 dias de maturacéo.
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Os valores encontrados para umidade ao final do periodo de maturacdo encontram-se na
Tabela 5. Nao houve diferencas significativas (p>0,05) entre os queijos produzidos com LE com
e sem CaClz, mas houve diferencas quando comparados com o0s queijos produzidos com LINA
com e sem CaCl; e também entre os queijos produzidos com LINA com e sem CaCl,, sendo
observada uma menor umidade nos queijos fabricados com LINA com CaCly.

O Gréfico 4 apresenta a evolugdo do teor de umidade ao longo do tempo de maturagéo,

evidenciando diferencas significativas (p < 0,05) tanto entre os tipos de queijo avaliados quanto
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ao longo do periodo de maturagdo. A reducdo da umidade ao longo do tempo é um
comportamento esperado, uma vez que a maturacdo promove alteragdes fisico-quimicas na
estrutura proteica e lipidica da matriz do queijo, facilitando a migracdo e liberacdo da agua
contida na massa. Durante esse processo, ocorrem dois mecanismos principais de perda de
umidade: a desidratacdo superficial, que resulta da evaporacdo direta de agua na interface entre
0 queijo e o0 ambiente, e a desidratacdo capilar, caracterizada pela migracdo da umidade das
camadas internas para a superficie por acdo de tensdes capilares, impulsionada pelo gradiente de
umidade. Ambos os fenbmenos atuam em conjunto, sendo influenciados por fatores como

temperatura, umidade relativa do ambiente, ventilacéo e tempo de exposigéo (Fox et al., 2017).

Gréfico 4 - Evolugdo da umidade dos queijos durante os 180 dias de maturagao.
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A atividade microbioldgica durante a maturacdo também contribui para a reducdo da
umidade, seja pelo metabolismo de substratos que liberam compostos volateis, seja pela
producdo de enzimas que alteram a estrutura da matriz, facilitando a saida de agua (Gullon et al.,
2019). Apesar da variacdo observada entre as amostras, todos 0s queijos mantiveram-se dentro
do intervalo de 28 a 32% de umidade, conforme estabelecido pela legislacdo vigente para
produtos classificados como queijo duro, atendendo, portanto, aos padrdes exigidos para essa
denominacdo. (Brasil, 1997).

A atividade de agua (Aw) para os queijos produzidos com LINA com e sem CaCl, foram
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semelhantes e sem diferenga significativa (p>0,05), mas quando comparados com 0s queijos
produzidos com LE com e sem CaCl,, os resultados se mostraram estatisticamente diferentes
(p<0,05), tendo uma maior atividade nos queijos LE com CaCl; (Tabela 5). Durante a maturacao,
a atividade de agua manteve-se dentro do esperado, ou seja, maior no dia zero onde 0s queijos
encontravam-se mais Umidos, e diminuindo com o passar do tempo, ja que 0s queijos perderam

umidade no decorrer do processo de maturacao (Grafico 5).

Gréfico 5 - Atividade da agua nos queijos durante os 180 dias de maturacéo.
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A Aw é um fator intrinseco fundamental para os microrganismos, pois dependem da
agua livre presente no queijo para se desenvolverem, sendo assim é a Aw que determina quais
microrganismos podem se desenvolver (Neto, 2013). Um nivel adequado de umidade permite o
crescimento de bactérias e fungos benéficos, que contribuem para o sabor e a textura do queijo.
Em niveis muito altos ou baixos, o crescimento de patdgenos pode ser inibido ou promovido,
afetando a seguranca do produto (Leggieri et al., 2018).

A maturacdo do queijo € um processo complexo, marcado por uma série de reacGes
bioquimicas que transformam a matriz do leite em um produto com caracteristicas sensoriais e
fisico-quimicas Unicas. Essas reacdes envolvem a atuacdo de enzimas endogenas (naturais do
leite), enzimas adicionadas durante a fabricacdo (como a quimosina) e enzimas produzidas por
microrganismos, cuja atividade é fortemente influenciada pela atividade de agua (Falcdo et al.,
2018). Durante a maturacdo, a perda de umidade pode alterar a Aw e, consequentemente, afetar
a textura e o sabor do queijo, sendo assim 0s queijos maturados tendem a ter uma Aw mais baixa
(Garrido et al., 2017).
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A proteolise, é uma das principais vias bioquimicas envolvidas. Inicia-se com a quebra
da caseina, especialmente da asl-caseina, liberando peptideos e aminoacidos livres, esses
compostos sdo essenciais para o desenvolvimento do sabor umami, adocicado ou amargo,
dependendo de sua composicdo e concentracdo. Aminoacidos como a leucina, isoleucina e
tirosina também servem de substrato para reacdes secundarias que geram compostos Vvolateis,
como alcoois, acidos e aldeidos, fundamentais para o perfil aromético do queijo (Fox etal., 2017).
Simultaneamente, ocorre a lipdlise, que consiste na quebra dos triglicerideos do leite, liberando
acidos graxos livres. Esses acidos, especialmente os de cadeia curta e média (como butirico,
caproico e caprilico), estdo diretamente relacionados ao aroma caracteristico de queijos
maturados. Em alguns casos, esses acidos ainda passam por transformacgdes microbianas que
originam compostos como cetonas, lactonas e ésteres, intensificando o aroma (Falcéo et al.,
2018).

A perda progressiva de umidade durante a maturacdo reduz a Aw do produto, o que
influencia diretamente a atividade microbiana e enzimatica. Uma Aw mais baixa inibe o
crescimento de microrganismos indesejaveis, favorecendo a estabilidade do produto, mas
também modula a velocidade das rea¢des bioquimicas, alterando a textura (tornando-a mais firme
e quebradica) e concentrando compostos de sabor (Garrido et al., 2017). A diminui¢do da Aw ao
longo da maturacdo ndo apenas preserva o queijo, mas também regula a intensidade e o perfil
das reacBes bioquimicas, sendo determinante para o desenvolvimento das caracteristicas
sensoriais finais do produto (Fox et al., 2017)

O sal e aumidade da camara de maturacao regulam a atividade de 4gua do queijo durante
a estocagem, o que tecnologicamente se tornam fatores importantes a serem controlados, pois
quanto maior a umidade, maior a Aw do queijo e mais acelerado pode ser o processo de
maturacdo (Wemmenhove et al., 2016). Diversos estudos sugerem que a Aw até 0,800 é limitante
para o desenvolvimento da maioria dos fungos deteriorantes (Forsythe, 2010; Jay, 2005; Franco;
Landgraf, 2004), sendo assim os valores encontrados nesse estudo estdo proximos desse limite.

A pelicula aplicada no queijo influencia diretamente a atividade de agua (Aw),
desempenhando um papel importante na retengdo de umidade, na taxa de desidratacdo e na
dindmica da maturagdo, pois forma uma barreira semipermeavel na superficie do queijo, o que
reduz a taxa de evaporacao da agua para o0 ambiente. Isso retarda a queda da Aw, especialmente
nas etapas iniciais da maturacédo, ajudando a manter condices ideais para a atividade enzimatica
e microbiana controlada (Wemmenhove et al., 2016). Ao limitar a desidratacdo superficial, a
pelicula promove uma maturacdo mais uniforme, evitando a formagdo de casca muito seca ou

endurecida (caso comum em queijos maturados sem protecao). 1sso permite uma difusdo mais
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equilibrada de enzimas e produtos da proteolise e lipdlise, influenciando positivamente o sabor
e a textura (Falcéo et al., 2018).

Os valores da porcentagem de cinzas, proteinas totais e nitrogénio total (Tabela 5) ndo
diferiram estatisticamente (p>0,05) entre os queijos analisados. Para teor de calcio, ndo houve
diferencas significativas (p>0,05) comparando queijos produzidos com LINA com e sem CaCl»
e 0 queijo produzido com LE com CaCl, (Tabela 5). Porém, o queijo produzido com LE sem
CacCl; apresentou 0 menor teor de calcio quando comparado com os demais queijos. Esse menor
teor pode ter ocorrido pela falta do CaCl, na formulacdo do queijo, visto que ele auxilia na
coagulacdo, e uma coagulacdo mais eficiente, tende a reter mais minerais, incluindo o calcio, na
coalhada. O teor de célcio no queijo duro tipo grana geralmente varia entre 800 a 1.200 mg/100
g, essa quantidade ira depender de fatores como formulacéo, método de producéo e a composicao
do leite utilizado (Calvo et al., 2017).

Os queijos produzidos com LINA sem adicdo de CaCl, podem ter apresentado valores
semelhantes aos queijos que foram produzidos com CaCl> devido ao célcio total e ibnico em
maiores quantidades em sua composicdo, auxiliando na coagulacdo e retendo mais calcio na

coalhada, consequentemente tendo um teor maior no queijo ao final da maturacéo.

5.2.2 Analises microbioldgicas

Instrucdo Normativa N° 60, De 23 de Dezembro de 2019, estabelece os limites de
tolerancia e padrdes microbioldgicos sanitarios para queijo de acordo com a umidade desse
alimento. Microrganismos indesejados podem afetar o sabor, a textura e a aparéncia do queijo,
comprometendo sua aceitacdo pelo consumidor (Motta et al., 2019). O controle garante que
apenas microrganismos benéficos, como culturas starter, estejam presentes, contribuindo para a
fermentacdo adequada, desenvolvimento de sabor, producdo de queijos de alta qualidade e
seguros para o consumo (Bertozzi et al., 2018). Os resultados das analises microbiologicas dos
gueijos encontram-se na Tabela 6, e encontraram-se dentro dos padrdes estabelecidos pela

legislacdo brasileira.
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Tabela 6 - Analise microbiologica dos queijos produzidos com leite caracterizado como estavel (LE) e instavel ndo
acido (LINA) com e sem adi¢do de cloreto de calcio (CaCl,) no dia 0 e com 180 dias de maturagao.

) . LE 180 LINA 180
LE dia0 LINA dia0 dias dias IN 60
Comesem Comesem Comesem Com e sem
CaCl2 CaCl2 CaCl2 CaCl2
E.coli <10 UFC/g <10UFC/g <10UFC/g <10 UFC/g <10 UFCl/g
Salmonella Sp Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
2 2 2 2

S. aureus <10% UFCg <10°UFC/g <10°UFC/g <10°UFC/lg <10°UFC/g
Listeria Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
monocytogenes

* Instrugdo Normativa N° 60, De 23 de Dezembro de 2019 padrdes microbioldgicos para alimentos.

5.2.3 Indices de maturagdo: Extensdo e profundidade da protedlise

A proteo6lise é um dos principais processos que ocorrem durante a maturagdo do queijo,
e diferentes variedades de queijo apresentam diferentes graus de prote6lise (Ganzle et al.,
2015). A protedlise nos queijos € o processo de degradacdo das proteinas do leite em peptideos
e aminoacidos, que ocorre durante a maturacdo; esse processo € crucial para o desenvolvimento
de sabor, textura e aroma dos queijos (Fox et al., 1998). A degradacdo das proteinas afeta a
textura dos queijos, tornando-0s mais macios ou mais duros, dependendo do tipo de queijo e
das condicBes de maturacdo (Fox et al., 2017). O controle da proteélise é importante para
garantir a qualidade do queijo, evitando o desenvolvimento de sabores indesejados ou a
degradacdo excessiva que ira comprometer a textura (Cottam et al., 2020).

O indice de extenséo da protedlise (IEP) € quantificado pelas substancias nitrogenadas
solGveis acumuladas durante o processo de maturacdo e sdo expressas como percentual do
nitrogénio total. Quanto maior o IEP, maior é a extensdo da proteolise, e um IEP elevado
geralmente indica um queijo mais maduro, com desenvolvimento de sabores e aromas mais
complexos, resultantes da acdo das enzimas e microrganismos durante a maturagéo (Madrigal
et al.,, 2011). O IEP pode ser utilizado como um indicador da qualidade do queijo, pois a
protedlise influencia diretamente a textura, o sabor e a aceitabilidade do produto final (Fox et
al., 2017).

O Grafico 6 mostra a evolucéo da extensédo da protedlise. Pode-se perceber que houve
pequenas diferengas, porém, significativas (p<0,05) em todas as amostras analisadas em todo o
periodo de maturagdo. Aos 30 dias de maturacdo o maior valor de IEP foi observado nos queijos

produzidos com LINA sem CaCl, (11,95% =+ 0,01), e 0o menor valor nos queijos produzidos
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com LE com CaCly, (9,99% + 0,01). E ao final do periodo de maturacdo (180 dias) os maiores
valores foram observados nos queijos produzidos com LINA com CaCl> (22,48% + 0,01) e 0s

menores valores nos queijos produzidos com LE sem CaCl> (21,93 %z 0,01).

Gréfico 6 - Extensdo da protedlise dos queijos durante os 180 dias de maturacéo.
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Fonte: A autora.

A composicdo do leite, principalmente quanto ao teor de proteinas, gorduras e caseinas
influencia como as proteinas se degradam durante a maturacao, sendo assim afetam diretamente
na extensdo da protedlise do queijo (Rivera et al., 2010). As diferencas no teor de umidade e
atividade de agua sdo conhecidas por afetar significativamente a atividade proteolitica, uma vez
que a atividade enzimatica tem ligagdo direta com esses dois elementos (Fox et al., 2017).

O indice de Profundidade da Protedlise (IPP) indica o qudo profundamente as
proteinas do queijo foram degradadas em peptideos e aminoacidos e refere-se a quantidade de
nitrogénio que esté presente em fracdes mais sollveis, resultantes da degradacéo das proteinas
(Fox et al., 2017). Houve diferencas significativas (p<0,05) entre todas as amostras analisadas
e também em relacéo ao tempo (Grafico 7), tendo o maior valor de IPP aos 30 dias nos queijos
produzidos com LINA sem CaCl2 (8,97 % + 0,01), e o menor valor (8,30 % + 0,01) nos queijos
produzidos com LE com CaCl.. Ao final do periodo de maturacéo (180 dias) os maiores valores
foram observados nos queijos produzidos com LINA sem CaCl (18,99 % + 0,01) e os menores
valores nos queijos produzidos com LE com CaCl> (18,08 %z 0,01).
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Gréfico 7 - Profundidade da protedlise dos queijos durante os 180 dias de maturagao.
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Fonte: A autora.

Durante a maturagao espera-se que ocorra um aumento na extensdo e na profundidade
da proteolise, e a hidrolise das proteinas gera peptideos e aminoécidos que contribuem para o
sabor complexo do queijo duro tipo grana; essa transformagdo é crucial para o desenvolvimento
de sabores ricos e umami (Bertola et al., 2020). A degradacdo das proteinas resulta em uma
textura mais quebradica e granulosa, caracteristica do queijo duro tipo grana (Pagnoni et al.,
2020). Os produtos da protetlise também afetam o aroma do queijo, com compostos volateis
sendo liberados, o que contribui para o perfil aromatico do queijo. Sendo assim queijos
maturados por mais tempo tendem a apresentar maior degradagdo proteica, resultando em

sabores mais intensos e texturas aprimoradas (Campanelli et al., 2021).

5.2.4 Coloracéo

A cor faz parte dos aspectos fisicos dos queijos, e é um atributo relevante por ser o
fator inicial de escolha feita pelo consumidor (Silva, 2023). A cor influencia a percepcao sobre
a qualidade e frescor do queijo (D’agaro et al., 2019). Um queijo com uma cor vibrante pode
ser mais atraente e desejavel, além disso a cor pode afetar as expectativas do consumidor em
relacdo ao sabor, pois queijos mais escuros podem ser percebidos como mais maturados ou
intensos engquanto 0s mais claros como queijos mais novos e suaves (Pereira et al., 2023). Foram
avaliados os parametros L*, a*, b*, chroma e angulo hue (Tabela 7).
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Tabela 7 - Parametros de cor dos queijos produzidos com leite caracterizado como estavel (LE) e instavel ndo
acido (LINA) com e sem adigdo de cloreto de calcio (CaCly) ao longo do periodo de maturagdo.

Periodo de Maturagdo (Dias)

0 30 60 90 120 150 180
LE com 906 863B g50“ 843Da g32F gpgqta g1 7Ca
L« LEsem 89,1 86,08  852¢ 844P 831F 8217 809°
LINAcom 8887 8858 871¢ 862Pc g53F g48F  832Cc
LINAsem 91,049  897Bd g94Cd g74DPd g59Bd g49Fd g3 5Cd
LE com 1,35  248F 216F 290C 273Pa 209682 4277
N LEsem  192% 2297 2728 342 326 6774  6,01F
a LINAcom 2,796  248F 3830c 313F 4058 4030 5QpAC
LINAsem 2,618  224Pd 253C 3578 357Bd 35584 5 gAd
LE com 19,8%  265F 305C 298Da 31982 294Fa 3464
" LEsem  22,8%  239F  302P" 324 274F 3248 3494
LINAcom 20,86  265F 338C¢ 3468 312F 3160 3514
LINAsem 17,2 F 28,1E¢  289Pd 320C! 3578 351Ad  35Q%a
LE com 19,8 2667 30,6% 299F 32082 29g6Pa 3497
Chroma LEsem  22,89¢ 2407 303D 3257B 2756F° 331C 3554P
LINAcom 2108 266D 3418 348Bc 315C¢ 319C¢ 4004
LINAsem 17,48  282Pc 289Pd 322Cd 359Bd 352Bd 34 9Ad
LE com 86,172  84,7Pa g59B2 g44F g51Ca gqoba  gypgFa
Hue ° LEsem 8524  845B> 8498 839Cc 832¢c 7820  gp2FEb
LINAcom 824C 8477 8358 848~ 826C 82,7¢c g82,.8C
LINAsem 81,4P¢ 8544 g50Ad 836 843Bd g428Bi gj6PDd

Médias seguidas por letras minusculas diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD
(p<0,05). Médias seguidas por letras maiusculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Fisher
LSD (p<0,05).

Os valores de a* e b* sdo coordenadas cartesianas que definem a porcéo cromatica, o
b* varia de +b (amarelo) a —b (azul) e o0 a* de +a (vermelho) a —a (verde) (Takatsui, 2011). Os
resultados indicam que houve diferencas estatisticas (p<0,05) entre todos os queijos avaliados,
em todo o periodo de maturagdo, porém, essas variacdes sdo esperadas pois sdo leites com
composigdes diferentes. Houve diferengas (p<0,05) também em relagéo ao tempo de maturagéo.

Durante a maturacdo, diferentes bactérias e fungos sdo responsaveis por transformar
0s componentes do queijo, como lactose e proteinas, e esses microrganismos podem produzir
pigmentos (como carotenoides) que alteram a cor do queijo (Pereira et al., 2023). As enzimas
presentes no leite e nos microrganismos hidrolisam proteinas e gorduras, liberando compostos
qgue podem ter cores diferentes. Por exemplo, a lipdlise (quebra de gorduras) pode liberar
carotenoides, que conferem tons amarelos ou laranja aos queijos (D’Agaro et al., 2019). A

exposicdo ao oxigénio durante a maturacdo pode causar reacdes de oxidacdo que também
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afetam a cor do queijo, ou seja, a oxidacdo de certos lipidios e pigmentos pode resultar em
mudancas na coloragao (Silva, 2023). As cores formadas utilizando as coordenadas L*, a* e b*

durante a maturagdo encontram-se na Figura 5.

Figura 5 - Coloracdo dos queijos ao longo do periodo de maturagdo, utilizando as coordenadas cartesianas L*, a*
e b*.
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Fonte: A autora.

Todos os queijos ficaram com a coloragdo esperada para queijos duros tipo grana, cor
amarelo-palha, com valores de L* entre 70 e 90, a* entre 5 a 10 e b* de 25 a 35. Essas
especificagcfes visam garantir a qualidade e a identidade do produto, promovendo a
uniformidade na aparéncia do queijo (Brasil, 1997).

O angulo de Hue refere-se a cor percebida em uma escala circular, esse angulo ajuda
a diferenciar entre as diferentes tonalidades de amarelo e suas variagdes (Mastrorillo et al.,
2016). Nos queijos duros tipo grana um angulo entre 80° e 90° indica que a coloragéo do queijo
é predominantemente amarela, que é a cor esperada para esse tipo de queijo (Guerreiro et al.,

2018). Desse modo, os queijos produzidos com LINA e LE com CaCl> mostraram o dngulo Hue
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mais préximos de 90°, ou seja, mais amarelos, sendo o queijo produzido com LE com CaClz o
que apresentou o maior valor (82,98 °), seguido do LINA com CaCl (82,76 ° HUE), LINA sem
CaCl, (81,64 °) e LE sem CaCl (80,25 °) ao final do periodo de maturacdo (Figura 6).

Figura 6- Angulo Hue para os queijos produzidos com leite caracterizado como estavel (LE) e instavel néo acido
(LINA) com e sem adicao de cloreto de calcio (CaCl,) ao final do periodo de maturacgao (180 dias).
90° 90°
LE com CaCl, il LE sem CaCl, / 80,257

82,76° 90°
i LINA sem CaCl,

LINA com CaCl; 81,64°

Fonte: A autora.

A cor do queijo duro tipo grana apés 180 dias de maturacdo € um atributo sensorial
importante que reflete tanto as transformagfes bioquimicas ocorridas durante o processo de
envelhecimento quanto as condi¢fes de processamento e armazenamento (Mastrorillo et al.,
2016). Apds esse periodo de maturacdo, o queijo apresenta, de forma geral, uma coloracdo
amarela intensa, uniforme e opaca, que pode variar em tonalidade dependendo de fatores como
tipo de leite, alimentagdo dos animais, presenca de pigmentos naturais (como [-caroteno) e
microbiota envolvida no processo de maturacdo (Pereira et al., 2023). Mesmo apresentando

diferencas, todos os queijos avaliados mostraram a cor esperada para queijo duro tipo grana ao
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final do periodo de maturacéo (entre 80° e 90°) (Figura 7 e 8).

Figura 7. Queijos produzidos com LE com adicéo de Cacl, (a esquerda) e sem adigdo de Cacl, (a direita) ap6s 180
dias de maturacéo.

Fonte: A autora.

Figura 8. Queijos produzidos com LINA com adi¢do de Cacl, (a esquerda) e sem adicdo de Cacl, (a direita) apos
180 dias de maturag&o.

Fonte: A autora.

5.2.5 Perfil de textura

A textura dos queijos € um aspecto fundamental que influencia a percepcdo de
qualidade e a experiéncia sensorial e pode variar amplamente entre diferentes tipos de queijos
(Rosa et al., 2019). As caracteristicas de textura sdo determinadas pelas propriedades estruturais

da matriz proteica combinadas com os glébulos de gordura presentes no meio, e dentre os
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principais fatores que afetam a textura da maioria das variedades de queijos estdo umidade,
indice de extensdo da protedlise, pH e teor de gordura (Gouin et al., 2016). A textura do queijo
duro tipo grana é firme, granulada e quebradica. Essas caracteristicas sdo desenvolvidas ao
longo do processo de fabricacdo e maturacédo (Bertola et al., 2020).

A Tabela 8 apresenta os valores médios de dureza encontrados nos queijos produzidos
com leite estavel (LE) e instavel ndo &cido (LINA). Pode-se perceber que houve diferencas
significativas (p<0,05) entre todos os queijos avaliados, sendo o queijo produzido com LINA
com CaCl> o que se mostrou mais duro; esse queijo foi o que também apresentou menor
umidade, o que explica ter apresentado maior dureza. O teor de umidade interfere diretamente
na dureza dos queijos, pois a umidade ajuda a manter uma rede proteica mais flexivel, e quando
a umidade € reduzida, essa rede se torna mais rigida, contribuindo para a dureza. Além disso, a
reducdo da umidade pode favorecer a formacao de cristais, como os de tirosina, que aumentam

a textura quebradica e firme (Fox et al., 2004).

Tabela 8 - Dureza (N) dos queijos produzidos com leite estavel (LE) e instavel ndo acido (LINA) com e sem CaCly,
durante o periodo de maturagao.

LE LINA
Matqragéo Com Sem Com Sem
(dias)

0 14,01%+509  12,55%9+3,00 1329°°+125  12,64%c+2,11
30 48,35 +1,58 34,337 +453 20,28 +2,02 47,69 +4.43
60 81,5050 +3,04 60,96 54 +2, 79 70,46 B¢ +3,09 97,192 +3 52
90 95,02 P2 +0,96 68,472 +399 37,669 +2,82 83,195 +2 11
120 108,49 +4,42 92,60 °° +1,32 46,8279 +2 62 93,71 +3,16
150 112,688 +2,73 126,145 +312 56,23 +1,84 100,70 B¢ +1,25
180 126,64”° +350 143,837°+421 150,95”%+4,83  106,99°9 +2 19

Dados apresentados como média + desvio-padrdo. Médias seguidas por letras minGsculas diferentes, na mesma
linha, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD (p<0,05). Médias seguidas por letras maitsculas diferentes, na
mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD (p<0,05).

O queijo que apresentou menor dureza foi o produzido com LINA sem CaCly., esses
queijos também apresentaram maior proteolise, o que explica o fato de terem apresentado menor
dureza, pois a proteodlise corresponde a hidrélise das proteinas em peptideos menores e
aminoéacidos. E quando isso ocorre, a rede proteica que da estrutura ao queijo se torna menos
compacta, resultando em uma textura mais macia ao queijo (Bava et al., 2017). Alguns autores

observaram a diminuigé@o da dureza devido a uma proteolise mais intensa em diversos tipos de
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queijos (Mitchell et al., 1986; Grandisson; Ford, 1986; Arcuri et al., 1990; Rogers; Mitchell,
1994).

Houve diferenca (p<0,05) na dureza também em relacdo ao tempo de maturagdo. A
dureza do queijo tende a aumentar com o tempo de maturagdo, ja que durante a maturacao, o
queijo perde umidade, resultando em uma textura mais seca e firme (Rosa et al.,2019). Além
disso as proteinas do queijo, especialmente as caseinas, passam por mudancas estruturais
durante a maturacdo e essas transformacfes resultam em uma rede mais densa e firme,
contribuindo para 0 aumento da dureza do queijo (Molina et al., 2017) fazendo com que o queijo
duro tipo grana adquira uma textura mais dura e granulada & medida que envelhece (Barros et
al., 2011).

Houve diferencas significativas para coesividade entre todos os queijos avaliados
(p<0,05) (Tabela 9). O queijo produzido com LE com CaCly, foi 0 que mostrou maior valor para
coesividade em 180 dias de maturagdo, e o menor valor foi observado no queijo fabricado com
LINA sem CaCl,, indicando que esse queijo se apresentou mais quebradigo que os demais.

Tabela 9 - Coesividade* dos queijos produzidos com leite estavel (LE) e instavel ndo acido (LINA) com e sem
CaCly,, durante o periodo de maturacéo.

LE LINA
M?;lig;géo Com Sem Com Sem

0 0,70A2+0,01  0,79”°+0,04  0,78%2+0,10  0,78"2+0,09

30 0,704+0,01  0,68%°+0,10  0,66°°+0,20  0,57%9+0,10

60 0,72%%+0,02 0,670,004 0,72”%0,03 0,65 +0,01

20 0,7782+0,10  0,72°°+0,04 0,68°°+0,11 0,66 "¢ +0,08

120 0,75P2+0,05 0,66°°+0,05 0,615+0,06  0,698¢+0,02

150 0,74€2+0,01  0,70°°+0,02 0567 +0,02 0,637 +0,03

180 0,7782+021 0,758 +0,01  0,72”°%0,15 0,68 +0,03

* Adimensional. Dados apresentados como média + desvio-padrdo. Médias seguidas por letras mindsculas
diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD (p< 0,05). Médias seguidas por letras
maiusculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD (p< 0,05).

A coesividade é caracterizada como a extensdo com que um queijo pode ser deformado
até que haja ruptura em sua estrutura (Fox et al., 2004). Queijos com alta coesividade tendem
a ser mais firmes e menos quebradicos, enquanto queijos com baixa coesividade podem se
desmanchar ou esfarelar com mais facilidade. A coesividade é afetada por fatores como a
composicao do leite utilizado para a fabricacdo do queijo, o processo de fabricacdo e o grau de
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maturacdo (Kumar et al., 2019).

Houve diferenca significativa para coesividade com o passar do tempo durante o
periodo de maturagdo (p<0,05), em todos os queijos avaliados. Durante a maturacéo, ocorrem
mudancas quimicas que afetam a estrutura do queijo. Essas alteracbes podem afetar a forma
como as particulas se ligam, influenciando a coesividade (Fox et al., 1998). Com o passar do
tempo é esperado que os queijos duros tipo grana fiqguem mais quebradicos, pois uma de suas
caracteristicas é teor de umidade reduzido, tornando assim a estrutura do queijo mais seca e
firme, resultando em uma textura quebradica ou granular (Molina et al., 2017).

Houve diferencas significativas (p<0,05) entre todos os queijos analisados, e ao final
do periodo de maturagdo de 180 dias o queijo produzido com LE com adicéo de CaCl. foi o
gue se mostrou mais adesivo, enquanto o queijo produzido com LE sem adicdo de CaCl;

apresentou a menor adesividade (Tabela 10).

Tabela 10 - Adesividade (N.s) dos queijos produzidos com leite estavel (LE) e instavel ndo acido (LINA) com e
sem CaCl,, durante o periodo de maturag&o.

LE LINA
Maégui;zsa)g a0 Com Sem Com Sem

0 -0,08°+0,05 -0,02°9+0,02 -0,03%+0,01 -0,1952+0,28

30 -0,0272+0,01  -0,01%°+0,01 -0,022+0,01  -0,02°2+0,07

60 -0,018°+0,30 -0,02°%+0,01 -0,02%2+0,20  -0,00 ¢ +0,04

90 -0,0182+0,01 -0,01%240,16 -0,12°°+0,04 -0,03~°+0,01

120 -0,0249+0,01 -0,07°*+0,03 -0,47°%+0,21  -0,03A°+0,02
150 -0,045+0,04 -0,05P°+0,03 -0,03B9+0,01  -0,09°+0,05
180 -0,06P2+0,06 -0,0189+0,00 -0,03A°#0,01 -0,02/°+0,01

Dados apresentados como média * desvio-padrdo. Médias seguidas por letras mindsculas diferentes, na mesma
linha, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD (p< 0,05). Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, na

mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD (p< 0,05).

A adesividade é definida como o trabalho necessario para superar as forcas atrativas
entre a superficie do alimento e outras superficies em que o alimento entra em contato (Fox et
al., 2017), ou seja, é a capacidade do queijo de aderir a outras superficies, como os dentes, a
lingua ou outros alimentos. Essa propriedade é importante na experiéncia sensorial e pode
influenciar a percepcéo de textura e sabor. Assim, queijos com alta adesividade podem ter uma

sensacdo pegajosa ou cremosa na boca, enquanto queijos com baixa adesividade podem ser
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mais secos e quebradicos (Kumar et al., 2019). Os queijos duros tipo grana tem uma baixa
adesividade, ou seja, devido ao seu baixo teor de umidade e & estrutura densa, esse queijo tende
a ser menos adesivo (Guerreiro et al., 2018).

A elasticidade se refere a capacidade do queijo de retornar a sua forma original apos
esticado ou comprimido (Fox et al., 2004). Houve diferencas significativas (p<0,05) entre todos
0s queijos avaliados (Tabela 11), e 0 queijo que apresentou maior elasticidade ao final da
maturacéo foi o produzido com LE com CaCl, e 0 que apresentou menor elasticidade foi o
queijo produzido com LINA com CaCl,. A elasticidade dos queijos duros tipo grana é
geralmente baixa em comparagdo com queijos mais macios, como mucarela ou queijo coalho
por exemplo. E um queijo duro e seco, com baixo teor de umidade, possui uma estrutura densa,

ou seja, ndo € elastico e ndo retorna a forma original apos esticado (Kumar et al., 2019).

Tabela 11 - Elasticidade* dos queijos produzidos com leite estavel (LE) e instavel ndo acido (LINA) com e sem
CaCl, durante o periodo de maturacdo.

LE LINA
Ma(lgui;i();éo Com Sem Com Sem
0 0,798 +0,01  0,8752+0,02 0,85”°+0,20  0,84”° +0,02
30 0,79%+0,01  0,75%°+0,04 0,74 +0,03  0,6889+0,06
60 0,777 40,30 0,747 +0,02 08451002 0,78 +0,03
90 0,867%+0,01  0,83°°+0,07 0,76°°+0,02  0,73P4+0,08
120 0,8052+0,02  0,80°2+0,10  0,72%°+0,01 0,685 0,03
150 0,85°°+0,02 0,82”%%0,08 0,697 +0,03  0,82/%+0,00
180 0,86 ©+0,10A 0,82”°+0,02  0,67°°+0,05 0,79/ +0,03

* Adimensional. Dados apresentados como média = desvio-padrdo. Médias seguidas por letras mindsculas
diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD (p< 0,05). Médias seguidas por letras
maiusculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Fisher LSD (p< 0,05).

Houve diferencas significativas em relacdo ao tempo (p<0,05), nas quais o0 queijo
produzido com leite estavel (LE) e adi¢do de CaCl. apresentou tendéncia de aumento da
elasticidade ao longo da maturacgéo, alcangando valores superiores ao do dia 0. Por outro lado,
0s demais queijos apresentaram tendéncia de reducdo da elasticidade, como geralmente é
esperado em queijos duros durante a maturacdo (Huang et al., 2016). Esse comportamento
atipico observado no queijo com CaCl. pode estar relacionado ao papel do calcio na formagao

e estabilizacdo da rede proteica durante a coagulacdo, pois aumenta a concentracdo de célcio
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ibnico, promovendo maior ligac&o entre as micelas de caseina e formando uma matriz proteica
mais coesa. Essa estrutura inicial mais firme pode ter favorecido uma retengdo mais eficiente
de umidade e gordura, além de oferecer maior resisténcia a contragdo da massa durante 0s
primeiros estagios de maturacdo. Com isso, a perda de elasticidade, normalmente associada a
desidratacéo progressiva e a intensificacdo da protedlise, pode ter sido atenuada (Molina et al.,
2017).

A acdo das enzimas proteoliticas sobre essa matriz reforcada pode ter ocorrido de
maneira mais controlada, resultando na formacéo de peptideos menores e hidrossolUveis que
contribuem para uma textura mais flexivel, ao invés de quebradica. A modificacdo local de
propriedades fisico-quimicas como o pH e a atividade de agua (Aw), causada pela presenca do
calcio, também pode ter favorecido essa caracteristica. Nos demais tratamentos, especialmente
na auséncia de CaClz, a formacao da coalhada pode ter sido menos eficiente, resultando em uma
rede proteica mais fragil e propensa a contragdo e a perda de umidade. Esse processo favorece
o0 endurecimento da massa e a reducdo da elasticidade com o tempo, 0 que esta de acordo com
a literatura para queijos duros, nos quais a maturacdo é geralmente acompanhada de maior
firmeza e textura mais quebradica (Huang et al., 2016; Molina et al., 2017).

Houve diferencas significativas (p<0,05) entre todos 0s queijos avaliados quanto a
mastigabilidade, com destaque para o queijo produzido com leite estavel (LE) sem CaClz, que
apresentou os maiores valores desse parametro ao final da maturacgéo, ou seja, foi o mais facil
de mastigar. Em contraste, o queijo produzido com leite instavel ndo acido (LINA) sem CaCl.
apresentou menor mastigabilidade, sendo o mais dificil de mastigar entre os analisados.
Também foram observadas diferencas significativas (p<0,05) ao longo do tempo, com
tendéncia geral de aumento da mastigabilidade durante a maturacéo para todos 0s queijos.

A mastigabilidade ¢é definida como a energia requerida para mastigar um alimento
solido ate o ponto de degluticdo, sendo calculada com base na interacdo entre dureza,
coesividade e elasticidade (Guerreiro et al., 2018). No caso de queijos duros como o tipo grana,
é esperado que apresentem maior resisténcia a mastigacao devido a sua estrutura compacta e
menor teor de umidade (Fox et al., 2017). As diferengas entre os tratamentos podem ser
atribuidas principalmente & qualidade da coagulacdo inicial e ao comportamento da matriz
proteica durante a maturagdo. O queijo LE sem CaClz, apesar de ndo contar com a adig¢ao do
sal de célcio, teve como base um leite estavel, o que favoreceu uma coagulagdo mais natural e
uma estrutura proteica menos rigida e mais homogénea. Esse perfil contribui para uma textura
mais suave e facil de romper durante a mastigacao.

Por outro lado, o queijo produzido com LINA sem CaCl: apresentou uma matriz menos
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coesa e mais instavel desde a coagulacdo, resultado da instabilidade proteica do leite. Essa
condicdo pode levar a formacao de agregados irregulares de caseina e a maior perda de umidade
durante a maturacéo, fatores que contribuem para uma textura mais seca, compacta e de dificil
mastigacdo (Fox et al., 2017). A tendéncia de aumento da mastigabilidade ao longo do tempo
para todos os queijos avaliados pode estar relacionada a acdo das enzimas proteoliticas e a
microflora durante a maturacdo. Esses agentes promovem a quebra parcial das proteinas da
matriz, o que gradualmente reduz a rigidez estrutural e facilita a fragmentacdo do queijo durante
a mastigacdo (Molina et al., 2017). Entretanto, a extensdo desse efeito depende diretamente da
estrutura inicial do queijo e de sua composicdo, justificando as variagdes entre os diferentes

tratamentos.

Tabela 12 - Mastigabilidade (N) dos queijos produzidos com leite estvel (LE) e instavel ndo acido (LINA) com e

sem CaCl,, durante o periodo de maturagéo.

LE LINA
Maét:;zsi)géo Com Sem Com Sem
0 7,765 +2 94 861°°+1,79 890%2+0,88  831°%+141
30 26,702 +306 17,587 +327 9,887 +054 19,17 +0,27
60 4565231  2992F°+240 22,068¢+1,08 29,205 +3,61
90 62,8782 +248  40,83P°+161 39,37°°+327 39,79 +134
120 69,247 +119  64,70%9+246 66,228°+241 81,642 +3,17
150 70,927° 2,04  72,54B2+139 61,90°9+1,97 66,185 +1,48
180 61,885 +0,94  88,22/°4+203 71,04”°+295 37,77P4+387

Dados apresentados como média + desvio-padrdo. Médias seguidas por letras minGsculas diferentes, na mesma
linha, diferem entre si (p< 0,05). Médias seguidas por letras mailsculas diferentes, na mesma coluna, diferem entre
si (p< 0,05).

Houve diferencas significativas (p<0,05) entre todos os queijos avaliados quanto a
resiliéncia, com destaque para o queijo produzido com leite estavel (LE) com adi¢ao de CaCl.,
que apresentou os maiores valores ao final do periodo de maturagdo. Por outro lado, 0 menor
valor de resiliéncia foi observado no queijo produzido com leite instavel ndo acido (LINA) sem
CaCl.. Também foram verificadas diferengas em fung¢do do tempo, com tendéncia a reducédo da

resiliéncia ao longo do processo de maturacdo, principalmente nos queijos produzidos com
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LINA (com e sem CaClz) e no queijo LE sem CaCl..

A resiliéncia de um queijo representa sua capacidade de retornar parcialmente a forma
original ap6s sofrer deformacdo por compressdo. Essa caracteristica depende diretamente da
estrutura tridimensional da rede proteica formada durante a coagulacao e da sua integridade ao
longo da maturagédo (Fox et al., 2004). A maior resiliéncia observada no queijo LE com CaCl:
pode ser atribuida & combinacdo de dois fatores: estabilidade proteica do leite e adicdo de ions
calcio. O célcio é fundamental para a formacdo de pontes entre micelas de caseina durante a
coagulacao, proporcionando uma matriz mais coesa e elastica. A presenga do CaCl. favorece
ligagBes intermoleculares estaveis, o que melhora a resisténcia e a capacidade de recuperagdo
da estrutura frente a compresséo (Guerreiro et al., 2018).

Em contraste, o queijo produzido com LINA sem CaCl. apresentou menor resiliéncia,
reflexo da instabilidade proteica do leite de origem e da auséncia do reforco estrutural
promovido pelos ions célcio. O leite instavel, mesmo ndo &cido, tende a formar codgulos fracos
e irregulares, o que compromete a formacéo de uma matriz densa e el&stica. Isso resulta em um
gueijo com menor capacidade de retornar a sua forma original apos deformacdes (Zanela et al.,
2018). A diminuicdo da resiliéncia observada em alguns tratamentos ao longo do tempo pode
ser explicada pela degradacdo proteica caracteristica da maturacdo. Durante esse processo,
enzimas proteoliticas oriundas de microrganismos e da flora do coalho quebram as proteinas da
matriz caseica, essa prote6lise, embora essencial para o desenvolvimento de sabor e textura,
afeta a integridade da rede proteica, tornando o queijo menos elastico e mais propenso a fratura
(Fox et al., 2017).

A desidratacdo progressiva durante a maturagdo aumenta a densidade da matriz e reduz
a flexibilidade do queijo. Isso explica, por exemplo, os altos valores observados para o queijo
LE com CaCl. em periodos intermediarios, com queda posterior ao final da maturagdo (180
dias), possivelmente devido a intensificagdo da protedlise e da perda de umidade,
comprometendo a recuperacdo elastica do queijo. O queijo duro tipo grana, devido a sua
composicdo e processo de maturacdo prolongado, naturalmente apresenta menor resiliéncia
quando comparado a queijos macios. A presenca de cristais de tirosina, comum nesses queijos
maturados, contribui para uma textura granulosa e firme, mas também indica uma estrutura
proteica rigidamente entrelacada, com menor capacidade de deformacao reversivel (Guerreiro
et al., 2018).
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Tabela 13 - Resiliéncia* dos queijos produzidos com leite estavel (LE) e instavel ndo acido (LINA) com e sem
CaCl; durante o periodo de maturagéo.

LE LINA
M:?gui;z:)g a0 Com Sem Com Sem

0 0,33A49+0,04 0,38%°+0,03  0,447°+0,02  0,45%%+0,01

30 0,334%40,01  0,31°°+0,20  0,29°+0,01 0,235 +0,03

60 0,33%+0,01 0,295 +0,03 0,313 0,02 0,26 +0,01

90 0,37°%+0,01  0,33%°%0,40  0,29°°%0,02 0,269 +0,01

120 0,34%+0,02 0,26 +0,10 0,23°9+0,02 0,285 +0,03
150 0,34%210,03 0,32°+0,01 0,195 %002  0,24°¢+0,03
180 0,34%2+001  0,32°°+0,02  0,29°°+0,01 0,262 +0,00

* Adimensional. Dados apresentados como média = desvio-padrdo. Médias seguidas por letras mindsculas
diferentes, na mesma linha, diferem entre si (p< 0,05). Médias seguidas por letras maitsculas diferentes, na mesma
coluna, diferem entre si (p< 0,05).

5.2.6 Anélise Sensorial

A analise sensorial foi realizada com 106 avaliadores consumidores, sendo 57,4 % do
género feminino, 44,3 % do género masculino e 0,9% preferiram ndo informar. Como a analise
foi realizada na universidade, a maioria dos participantes foram estudantes de graduacgéo (43,4
%), alunos de pos-graduacdo (33 %), com idades entre 18 a 29 anos totalizando 61,4 % dos
avaliadores, seguidos por 27,4 % de avaliadores com idades de 30 a 49 anos e 11,3 % com
idades de 50 anos ou mais.

Os avaliadores que participaram da analise residem predominantemente na regido Sul
(95,3 %), e possuem uma média de renda salarial de 2 a 3 salarios-minimos (20,8 %), 4 a 5
salarios minimos (26,4 %) e 5 a 10 salarios minimos (21,7 %). 21,7 % dos avaliadores tém uma
frequéncia de consumo de queijo duro tipo grana de 3 a 5 vezes na semana, 24,5 % dos
avaliadoes consomem de 2 a 4 vezes no més e 31,1 % responderam que consomem esse tipo de
queijo esporadicamente. O local de compra predominante dos avaliadores foi em

supermercados (98,1 %).
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5.2.6.1 Avaliacdo da aceitabilidade

A impressao global de um alimento na anélise sensorial, refere-se a percepcao geral
do produto, considerando todos 0s aspectos sensoriais, como sabor, aroma, textura, aparéncia e
0 impacto visual, além disso, engloba a primeira impressao do degustador e como ele avalia o
conjunto do alimento, levando em conta a harmonia entre suas caracteristicas (Dutcosky, 2019).
O queijo produzido com LINA com adic¢do de CaCl, obteve melhor impresséo global entre os
avaliadores, porém, os demais queijos avaliados também obtiveram boas notas nesse quesito
(Tabela 14). Quando se usam diferentes processos industriais ou ingredientes, é esperado que
se observem diferencas sensoriais nos produtos, uma vez que isso tem impacto direto nas

caracteristicas finais do mesmo (Pollonio, 2023).

Tabela 14 — Médias hedonicas para impressao global, sabor e aceitabilidade dos queijos produzidos com leite
estavel (LE) e instavel ndo &cido (LINA) com e sem CaCls.

Impresséo global Sabor % Aceitabilidade
LE com 7,343 +1 61 7,23° 1,57 81,55
LE sem 7,18 +1,72 7,152 +1,75 79,77
LINA com 7,512+1,33 7,542 +1,49 83,55
LINA sem 7,37 +1 58 7,14° +1,87 81,88

Dados apresentados como média + desvio-padrdo. Médias seguidas por letras minGsculas diferentes, na mesma
coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey e Socoott- Knott (p< 0,05).

O sabor de um queijo depende do equilibrio entre dogura, acidez, sal e amargor. Um
queijo de boa qualidade geralmente apresenta um sabor bem equilibrado, sem que nenhum
desses elementos se sobressaia de maneira excessiva (Fox et al., 2017). O queijo produzido
com LINA com adi¢do de CaCl; foi o que obteve maiores notas em relagédo ao sabor, mas os
demais queijos tambem obtiveram boas notas nesse atributo (Tabela 14), demonstrando que as
quatro formulagdes estavam agradaveis na opinido dos avaliadores.

A aceitabilidade é uma expressdo do maior grau de gosto de um produto, em uma
escala heddnica (Lemes et al., 2021) e a aparéncia é um atributo importante de qualidade e
aceitacao de produtos alimenticios, pois, geralmente, a primeira impresséo do alimento é obtida
a partir de uma avaliacao visual pelo consumidor (Melo et al., 2023). O resultado do teste de

aceitabilidade (Tabela 14) demostrou que o queijo produzido com LINA com adi¢éo de CaCl;
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obteve maior aceitabilidade entre os avaliadores, porém, os quatro queijos avaliados obtiveram
boa aceitabilidade, pois de acordo com Dutcosky (2019), amostras com percentuais maiores

que 70% apresentam boa aceitabilidade.

5.2.6.2 Escala do Ideal

Foi realizada a anélise da escala do ideal (Just about Right) para os atributos sensoriais
maciez e acidez. A escala do ideal é uma ferramenta usada para avaliar a intensidade de
atributos sensoriais de um produto em relacdo ao que é considerado ideal pelos consumidores
ou especialistas, baseada na percepcdo de um padrdo de qualidade ou expectativa para
determinado produto, e permite mensurar 0 quanto o produto se aproxima desse ideal. Na
escala, quanto mais as notas se aproximam de 3, mais perto de ideal é considerada a
caracteristica avaliada no produto (Dutcosky, 2019). Observou-se que 0s queijos produzidos
com LINA com adicdo de CaCly, foram os que os avaliadores consideraram mais proximos do
ideal quanto a maciez e acidez (Grafico 8), porém, pode-se observar que todos os queijos estao

préximos do ideal para esses dois atributos sensoriais.

Graéfico 8 - Pontuacgdes escala do ideal para o atributo maciez e acidez dos queijos produzidos com leite estavel
(LE) com e sem CaCl; e instavel ndo acido (LINA) com e sem CaCl..

Maciez Acidez
70 70
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10
0 0
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Notas dos avaliadores Notas dos avaliadores
LE com LE sem LINA com LINA sem LE com LE sem LINA com LINA sem

Notas dos avaliadores: 1= Abaixo do ideal, 2= Pouco abaixo do ideal, 3= Ideal, 4= Pouco acima do ideal e 5=
Acima do ideal.

Um queijo ideal em termos de maciez refere-se a textura do queijo e sua capacidade
de ser facilmente mordido ou derretido na boca, e isso ird depender da umidade, maturagéo e

composicao do queijo (Bertola et al., 2020). Ja em termos de acidez, significa que o queijo tem
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um nivel equilibrado de acidez latica, o que influencia diretamente seu sabor, uma acidez
agradavel traz frescor e leveza, sem ser excessivamente azeda ou agressiva (Burgé et al., 2020).
Queijos muito acidos podem ser picantes ou amargos, enquanto queijos com pouca acidez
podem parecer insossos (Lava et al., 2022). Sendo assim, é importante considerar o equilibrio
entre maciez e acidez e como essas caracteristicas se complementam para criar uma experiéncia
sensorial agradavel.

Os queijos duros tipo grana possuem uma acidez bem equilibrada e uma textura firme,
mas ainda assim podem ser considerados "macios™ no sentido de que se desmancham na boca
devido a maturacdo prolongada (Ribeiro et al., 2021). Durante o periodo de maturagao (minimo
de 6 meses), a lactose é totalmente transformada em acido latico, resultando em um sabor
levemente acido, porém nao agressivo (Zheng et al., 2018). Diferente de queijos cremosos, 0
queijo duro tipo grana possui uma textura granulosa e quebradica (Mason et al., 2015), que
ocorre devido a cristalizacdo de aminoacidos, como a tirosina, que forma pequenos pontos no
queijo (Luykx et al., 2021). Apesar de ser um queijo duro, a gordura e os cristais fazem com
que ele se dissolva lentamente na boca, proporcionando uma sensacao aveludada (Fox et al.,
2017).

5.2.6.3 RATA - rate all that apply

A realizacdo de um teste descritivo ajuda a entender quais caracteristicas dos queijos
influenciaram nas avaliacdes obtidas nos testes de aceitacdo e intencdo de compra (Civille et
al., 2024). O rate-all-that-apply (RATA) é um teste que permite aos consumidores avaliarem a
intensidade dos atributos descritivos das amostras (Ares et al., 2022 ).

Percebe-se que os quatro queijos avaliados (Tabela 16) obtiveram intensidade de cor
amarela e massa homogénea semelhantes (p>0,05) com notas que correspondem a
moderadamente intenso. A intensidade da cor amarela em queijos esta diretamente relacionada
a composicdo do leite, alimentacdo das vacas e maturacdo (Guerreiro et al., 2018). A cor
amarela dos queijos vem do B-caroteno, um pigmento natural presente no leite que € soltvel
em gordura, entdo, queijos com mais gordura retém mais pigmento e tendem a parecer mais
amarelos (Pereira et al., 2023). Além disso, durante a maturagdo, a cor do queijo pode
intensificar-se devido a concentracéo dos pigmentos lipossolUveis e a perda de umidade, assim,

gueijos mais jovens tendem a ser menos amarelos do que os mais maturados (Silva, 2023). Tons
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mais amarelos nos queijos sdo geralmente associados a queijos de alta qualidade e longa
maturacdo (Pereira et al., 2023).

A homogeneidade da massa em queijos, € um parametro sensorial essencial, que
influencia a percepcdo da qualidade e maturacdo do produto (Poveda; Cabezas 2021). Um
queijo duro tipo grana com massa homogénea apresenta: distribuicdo uniforme de cor, textura
e estrutura interna; auséncia de grandes olhaduras, fendas ou irregularidades na massa;
consisténcia equilibrada entre a parte central e as bordas do queijo e cristais de tirosina

distribuidos de forma homogénea sem comprometer a textura do queijo (Bertoni et al., 2023).

Tabela 15 - Média da intensidade dos atributos avaliados pelo RATA para os queijos produzidos com leite estavel
(LE) com e sem CaCl; e instavel ndo acido (LINA) com e sem CaCl,.

Amostras
Atributos LE com LE sem LINAcom  LINAsem P valor
Cor amarela 7,283+1,23  7,47%+1,11 7,24%+140 7,31*+1,37 1,289
Massa homogénea 7,5224+£1,09 7,292+1,19 7,522+1,16 7,61%+1,15 0,965
Odor adocicado 6,89%46,13 6,29°+1,70 6,229+1,95 6,70°+1,38 0,001
Odor picante 47494137 485°+1,16 4,95°+247 56424102 0,000
Odor de manteiga 6,142+184 631%+155 6,242%+187 6,502+1,87 0,643
Sabor adocicado 56094172 6,28°+194 6,12°+1,72 6,49°+1,64 0,003
Sabor caracteristico  7,39°+121  7,33°#1,20 7,48%#125 7,41°#114 0,001
Sabor amanteigado  6,63°+1,60 6,509+1,81 8,03%+946 6,87°+1,60 0,014
Gosto resi.4cido 6,19¢+200 6,322+1,76 58694227 6,28°+2,13 0,001
Gosto acido 530°+1,67 532°+1,82 546°+201 585%+1,81 0,025
Gosto doce 54594190 5882+1,73 581P+182 554¢+209 0,002
Gosto amargo 480°+231 4,149+211 513"+223 6,068+1,69 0,001
Dureza 6,07%+1,68 546°+1,78 6,09°+1,82 6,10°+1,61 0,012
Gorduroso 54824173  4,92°+1,79 504P+193 550%+2,12 0,005
Textura granular 6,51%+168 6,32%+148 6,17%+2,02 6,512+1,75 0,055

Dados apresentados como média + desvio-padrdo. Médias seguidas por letras minGsculas diferentes, na mesma
linha, diferem entre si pelo teste de Tukey e Socoott- Knott (p< 0,05).

Todos os queijos avaliados obtiveram odor adocicado ligeiramente intenso, tendo

diferencas significativas de intensidade entre eles (p<0,05). Os queijos produzidos com LE com

adicéo de CaCly, foi o que obteve uma maior percepcao de odor adocicado pelos avaliadores e
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o produzido com LINA com adicdo de CaClza menor intensidade. A adicéo de cloreto de célcio
(CaCl.) na fabricacdo de queijos ndo contribui diretamente para um aroma mais adocicado, mas
pode indiretamente influenciar a textura e a fermentacéo, o que pode impactar o perfil aromatico
final (Guinee et al., 2023).

Os queijos duros tipo grana desenvolvem um odor adocicado devido a fatores
bioguimicos e tecnoldgicos que ocorrem durante a maturagdo, ou seja, esse aroma € resultado
da interacdo entre proteinas, gorduras e acgucares presentes no leite (Lava et al., 2022). Durante
a maturacéo, as proteinas do leite sdo quebradas em peptideos e aminoacidos livres por enzimas
bacterianas e alguns desses aminodcidos, como a metionina e a fenilalanina, podem gerar
compostos volateis que tém um aroma levemente doce, lembrando nozes, caramelo ou baunilha
(Biasioli et al., 2023). Além disso, também durante a maturacdo, ocorre a degradacdo de
acucares e proteinas, que contribui para notas caramelizadas, assim, quanto mais longo o
processo de maturacdo, mais intensos sao 0s compostos volateis adocicados (Ganesan et al.,
2023).

O queijo produzido com LINA com CaCl recebeu intensidade intermediaria para odor
picante, enquanto os demais queijos receberam a intensidade ligeiramente fraco para esse
atributo. O odor picante do queijo duro tipo grana pode variar conforme o tempo de maturacao.
Queijos mais jovens tendem a ser mais suaves, enquanto os mais maturados apresentam um
aroma mais pungente e marcante (Riva et al., 2023), como 0s queijos analisados foram
maturados por seis meses esse aroma ficou mais suave. Resconi et al., (2023) observaram em
seu estudo, que queijos com 6 meses de maturacdo apresentaram um aroma mais suave e
equilibrado, enquanto aqueles com 24 meses ou mais, mostraram um perfil mais pungente e
marcante.

Os avaliadores perceberam um odor de manteiga ligeiramente intenso em todos 0s
gueijos analisados. O odor de manteiga é desejavel nos queijos duro tipo grana, desde que esteja
em equilibrio com os demais aromas e néo se sobressaia de maneira dominante (Bertuzzi et al.,
2023). Rocchetti et al., (2021) analisaram 0s compostos volateis presentes em queijos duros
tipo grana e observaram que, entre os compostos identificados, o diacetil (2,3-butanodiona) foi
associado ao odor de manteiga, sendo mais perceptivel em queijos com até 12 meses de
maturacdo. A andlise sensorial realizada no mesmo estudo, confirmou que o aroma amanteigado
é um atributo positivo, desde que ndo se sobressaia sobre outros compostos como os tostados e
de nozes. Os autores concluiram que em queijos com mais de 24 meses de maturagdo, o aroma
amanteigado se torna menos perceptivel, sendo substituido por notas mais intensas como

picante e tostado.
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Os queijos produzidos com LE com adigcdo de CaCl, foram percebidos como neutros
para sabor adocicado, enquanto os demais queijos foram avaliados como ligeiramente intensos
para esse atributo. Um leve sabor adocicado pode ser percebido em queijos duros do tipo grana,
esse dulcor ndo é predominante, mas faz parte da complexidade do sabor, equilibrando o
umami, salgado e picante (Bertuzzi et al., 2023). Além disso, queijos mais jovens (6 a 12 meses
de maturacdo) tendem a ter um sabor mais adocicado, enquanto queijos mais maturados esse
dulcor se torna mais sutil (Neviani et al., 2025). O sabor adocicado no queijo duro tipo grana €
esperado e desejavel, mas sempre de forma equilibrada. Rocchetti et al., (2024) analisaram a
formagdo de peptideos e aminoéacidos livres durante a maturacdo do Grana Padano, e
identificaram que aminoacidos como glicina, alanina e prolina sdo responsaveis por um sabor
levemente adocicado, perceptivel principalmente em queijos com menos de 12 meses de
maturacdo. Na analise sensorial, observaram que o dulgor é suave e harmoniza com as notas
salgadas e picantes, sem se tornar predominante.

O sabor caracteristico de queijo duro foi observado como moderadamente intenso em
todos os queijos avaliados, sendo o queijo produzido com LINA com CaCl; o que obteve as
maiores notas para esse atributo. O sabor caracteristico do queijo duro tipo grana é uma
combinacéo equilibrada de umami, salgado moderado, leve dulcor, notas de nozes e um toque
picante/amanteigado (Sforza et al., 2019). O tempo de maturacdo influencia essas percepcoes,
tornando o sabor mais intenso e complexo com o tempo (Neviani et al., 2025).

Os avaliadores perceberam um sabor amanteigado muito intenso nos queijos
produzidos com LINA com adi¢do de CaClz enquanto nos demais queijos esse sabor foi
percebido como ligeiramente intenso. O LINA utilizado na fabricagdo desse queijo tinha um
maior teor de gordura, assim, a combinacdo de maior teor de gordura no leite mais a adicao de
CaCl, pode ter resultado em maior concentracdo de &cidos graxos volateis (intensificando o
aroma de manteiga), maior retencédo de diacetil, reforcando o perfil amanteigado, uma textura
mais cremosa, amplificando a percepcdo do sabor amanteigado (Rocchetti et al., 2021). Os
queijos duros tipo grana podem ter um leve sabor amanteigado, mas ndo deve ser dominante;
esse sabor € mais perceptivel em queijos mais jovens e depende da maturagdo, da microbiota e
da composicado do leite (D’Incecco et al., 2020).

Foi percebido um sabor residual acido ligeiramente intenso nos queijos produzidos
com LE com CaClz, e LE e LINA sem CaClz e neutro nos queijos produzidos com LINA com
CaClz. Os queijos duros tipo grana podem apresentar um leve sabor residual acido, mas esse
ndo deve ser um aspecto predominante (Gémez-Nieto et al., 2020). A acidez nesses queijos é

muito bem equilibrada, servindo mais para realcar outros sabores do que para se destacar
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isoladamente (Neviani et al., 2025). No inicio da maturacéo, a acidez é mais perceptivel, mas
conforme o queijo matura, o acido latico se converte em outros compostos e a sensagdo acida
diminui (Gobbetti et al., 2019). Em queijos jovens (6-12 meses de maturacdo), o retrogosto
pode ter um toque acido mais evidente (Rocchetti et al., 2024). Os avaliadores perceberam um
gosto cido e doce neutro em todos os queijos avaliados. Os queijos duros tipo grana, ndo devem
apresentar gosto acido de forma pronunciada, no entanto, podem ter uma leve acidez
equilibrada, que contribui para realcar outras notas, como o umami e o salgado (Sgarbi et al.,
2021).

Os queijos produzidos com LINA sem CaCl, foram classificados como ligeiramente
amargos pelos avaliadores, enquanto nos queijos produzidos com LINA com CaCl, esse
atributo foi percebido como neutro, e nos queijos produzidos com LE com e sem CaCl; esse
atributo foi percebido como ligeiramente fraco. Esses queijos podem apresentar um ligeiro
amargor, especialmente em queijos mais maturados, no entanto, esse amargor deve ser suave e
equilibrado, sem se tornar desagradavel (Rocchetti et al., 2024). Durante a maturacdo as
proteinas do leite (como a caseina) sdo degradadas por enzimas em peptideos menores e
aminoéacidos e alguns desses compostos (como a tirosina e fenilalanina) podem ter um gosto
levemente amargo, o que pode contribuir para um leve toque amargo nos queijos (Gobbetti et
al., 2020).

Os queijos produzidos com LE sem CaCl, foram percebidos como neutros e os demais
queijos ligeiramente intensos para dureza. E esperado e desejavel que os queijos duros tipo
grana sejam duros, pois a consisténcia firme e quebradica faz parte das caracteristicas sensoriais
tipicas desse tipo de queijo (Luykx et al., 2021). A dureza desses queijos ocorre devido ao seu
baixo teor de umidade e ao processo de maturacdo (minimo de 6 meses, podendo chegar a mais
de 20 meses), assim, quanto mais maturado, mais seco e duro ele se torna, desenvolvendo uma
textura granular e quebradica (Rosa et al.,2019). Portanto, se um queijo duro tipo grana estiver
muito macio ou flexivel, pode indicar que ele ndo passou pelo tempo adequado de maturacéao
ou ocorreu alguma alteracdo indesejada em sua conservacéo (Pellegrino et al., 2020).

Os avaliadores perceberam os queijos produzidos com LE sem CaCl, como
ligeiramente fracos para o atributo gorduroso e os demais queijos neutros. Esse tipo de queijo
possui um teor de gordura moderado, mas sdo menos gordurosos do que muitos queijos macios
como mucarela ou gouda (D’Incecco et al., 2020). Apesar de possuir um teor de gordura
moderado, ndo parece tdo gorduroso na boca devido a baixa umidade e uma textura granulosa,
além disso, ndo apresenta brilho intenso ou untuosidade na superficie, pois sua gordura esta

bem incorporada a estrutura seca do queijo e ao togque, nao parece pegajoso ou oleoso (Resmini
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et al., 2019). O atributo gorduroso ¢é percebido de forma leve e equilibrada, sem sensacéo de
oleosidade excessiva, mas contribuindo para a textura aveludada quando o queijo se dissolve
na boca (Bertozzi et al., 2018).

Todos os queijos obtiveram notas para textura granular ligeiramente intensas. A
textura granular € uma caracteristica desejavel nos queijos duros tipo grana, isso ocorre porque
durante a maturacéo, as proteinas do queijo se quebram (proteolise), formando pequenos cristais
de tirosina (Weimer et al., 2021). Esses cristais sdo percebidos na boca como pequenos granulos
crocantes, especialmente em queijos mais maturados (Serra et al., 2018). Com o tempo, a
umidade do queijo diminui, tornando sua textura mais seca e quebradica, isso acentua a
sensacdo de granularidade ao cortar ou mastigar o queijo, portanto, a presenca de uma textura
ligeiramente granulada e quebradica é um indicativo de boa maturacao e alta qualidade (Hegarty
et al., 2021). Se um queijo desse tipo for muito liso e homogéneo, pode ser sinal de que nédo
atingiu o tempo de maturacdo adequado (Bertozzi et al., 2018).

A andlise sensorial utilizando a escala heddnica revelou diferencas perceptiveis entre
0s queijos fabricados com LE e LINA, o que era esperado, dado que a composi¢do da matéria-
prima e a formulacdo impactam diretamente nas caracteristicas sensoriais do produto final
(Pollonio, 2023). No entanto, os resultados indicam que o LINA pode ser utilizado na producgéo
de queijos duros tipo grana sem comprometer a qualidade e os atributos sensoriais
caracteristicos desse tipo de queijo. Esse achado é relevante para a indUstria, pois sugere maior
flexibilidade na escolha da matéria-prima sem prejuizo na aceitacdo do consumidor.

A analise de correspondéncia multipla bidimensional explica que possivelmente
existem atributos que diferenciam um queijo do outro (Figura 9). O queijo produzido com LE
com adicdo de CaCl, se destaca pelos termos dureza, sabor amanteigado, odor adocicado e
textura granular. Os atributos identificados sugerem que o queijo analisado se mostrou
maturado e de textura firme, com um perfil de sabor complexo que combina notas amanteigadas
e levemente doces, além de uma textura que pode conter cristais, proporcionando um efeito
granular. Esse perfil ¢ comum em queijos maturados, como parmesdo, Grana Padano ou alguns
gouda maturados. Sgarbi et al., (2022), comparou perfis sensoriais de Parmigiano Reggiano,
Grana Padano e Gouda maturado, destacando suas caracteristicas comuns de textura firme e
presenca de cristais, alem disso, apresentaram um perfil de sabor complexo, combinando notas
amanteigadas, levemente doces, umami e tostadas, semelhantes ao perfil encontrado no queijo

produzido com LE com adigdo de CaCl: avaliado nesse estudo.
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Figura 9 - Andlise de correspondéncia multipla bidimensional dos queijos produzidos com leite estavel (LE) com
e sem CaCl, e instavel ndo acido (LINA) com e sem CaCls,
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Para o queijo produzido com LE sem adicdo de CaCl, destacam-se os atributos cor
amarela, odor de manteiga e gorduroso. O odor de manteiga indica que o queijo liberou aromas
caracteristicos de manteiga, que podem estar associados a presenca de compostos produzidos
por bactérias lacticas durante a fermentacéo, sugerindo um perfil lacteo intenso, ou seja, aromas
e sabores caracteristicos do leite e com percepcdo de ser mais macio (Fox et al., 2017). A
percepcdo como gorduroso, mesmo sem apresentar untuosidade visivel, pode ser explicada
devido a lipolise (quebra de gorduras) durante a maturacéo, que libera acidos graxos livres, que
contribuem para a sensacdo de riqueza e cremosidade na boca (Mansur et al., 2021). Esses
compostos Sdo responsaveis por notas aromaticas amanteigadas e ligeiramente adocicadas,
reforcando a impressdo de um queijo mais gorduroso (Zambrano et al., 2022). Notas
amanteigadas sutis podem ser aceitaveis e até desejaveis em queijos mais jovens, mas ndo
devem ser dominantes, ou seja, um leve toque amanteigado pode contribuir para uma percepgéao
de cremosidade e suavidade no paladar, se combinado com outros aromas esperados, cOmo
nozes e umami, pode enriquecer a complexidade sensorial do queijo (Bertozzi et al., 2018).

O queijo produzido com LINA com adicdo de CaCl, foi descrito como massa
homogénea, gosto doce, gosto amargo e sabor caracteristico de queijo duro, indicando que a
textura do queijo € uniforme, sem rachaduras, buracos ou separacao de fases (Poveda; Cabezas

2021). Esse atributo € comum em queijos bem prensados e maturados, como parmesdo, Grana
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Padano e pecorino (Bertoni et al., 2023). O gosto doce é resultado da quebra da lactose em
compostos levemente adocicados durante a maturacdo (Fox et al., 2017). O amargor percebido
pelos avaliadores, pode ser decorrente de peptideos liberados na degradacédo das proteinas do
queijo durante a maturacdo. Queijos duros e maturados frequentemente apresentam um leve
amargor no final da degustacéo, especialmente aqueles de longa maturagdo, como parmeséo ou
pecorino (Sforza et al., 2019).

Para o queijo produzido com LINA sem adicdo de CaCl, destacaram-se o0s atributos
sabor adocicado, gosto acido, sabor residual &cido e odor picante. Se o gosto &cido persiste apds
a degustacao, isso sugere que 0 queijo teve uma fermentacdo mais pronunciada ou um pH mais
baixo (Ribeiro et al., 2021). No caso desse estudo, 0 queijo fabricado com LINA sem adicdo de
CaCly, apresentou um pH mais baixo quando comparado com os demais queijos, e essa acidez
tanto no gosto quanto no sabor residual, provavelmente se deu devido a sua acidez mais elevada.
O odor picante no queijo indica compostos volateis fortes, possivelmente provenientes da
maturacdo (Fox et al., 2017). Os atributos encontrados pelos avaliadores apontam para um
queijo de perfil intenso, com equilibrio entre docura e acidez, e um aroma marcante e picante
(Qian et al., 2022).

Em suma, pode-se perceber que houve separacdo distinta entre as caracteristicas dos
queijos avaliados, o que indica que houve diferencas entre eles, devido a matéria-prima utilizada
e a adicdo de CaCl. O queijo fabricado com LE com CaCl> apresentou textura firme e notas
amanteigadas, enquanto o queijo feito com LE sem CaCl, teve perfil mais lacteo e gorduroso.
O LINA com CaCl, mostrou maturagdo homogénea, com dulgor e leve amargor, enquanto o
LINA sem CaCl, destacou-se pela acidez e odor picante. Os resultados indicam que essas
variaveis influenciaram a qualidade sensorial, porém, sem comprometer as caracteristicas

esperadas.

526.4 Intencdo de compra

A intencdo de compra pode ser utilizada como ferramenta de anélise do mercado
consumidor potencial, especialmente no caso de desenvolvimento de novos produtos (Instituto
Adolfo Lutz, 2008). Essa intencéo é influenciada por diversos fatores perceptivos e emocionais,
que séo avaliados durante a experiéncia sensorial com o produto, foca na reagao do consumidor
a estimulos visuais, olfativos, gustativos e tateis, e como essas rea¢des impactam suas decisdes

de compra (Ali et al., 2020). A avalia¢do da intencdo de compra é uma etapa fundamental em
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estudos de desenvolvimento de produtos alimenticios, especialmente para queijos, que
apresentam grande diversidade de tipos, perfis sensoriais e processos de fabricagéo. Este tipo
de anélise fornece uma estimativa da aceitacao do produto pelo consumidor final, indo além da
simples avaliacdo sensorial dos atributos como sabor, textura, aparéncia e aroma. A intencéo
de compra estd diretamente relacionada ao comportamento de consumo e pode ser um
indicativo do sucesso comercial do produto no mercado.

No caso de queijos com formulagdes alternativas como os produzidos com leite instavel
ndo acido (LINA) ou com diferentes aditivos tecnoldgicos, avaliar a intencdo de compra se
torna ainda mais relevante. Esses produtos podem apresentar caracteristicas sensoriais distintas
dos queijos convencionais, 0 que pode impactar positiva ou negativamente a aceitagcdo do
publico. Assim, mensurar a disposicao dos consumidores em adquirir o produto € essencial para
validar a viabilidade mercadoldgica da nova formulacdo. Portanto, a analise da intencdo de
compra é uma ferramenta estratégica que complementa os dados fisico-quimicos e sensoriais,
oferecendo uma visdo mais ampla da aceitagéo do produto e sua real possibilidade de sucesso
comercial (Dutcosky, 2019).

A intencdo de compra dos avaliadores em relacdo as amostras dos queijos (Grafico 9)
revelou uma maior frequéncia de resultados entre os conceitos de “provavelmente compraria”
para todos os queijos avaliados. Pode-se perceber também que, as respostas de “Decididamente
eu compraria”, foram maiores para os queijos fabricados com LINA, sendo o fabricado com
adicdo de CaCl o que recebeu a maior parte das respostas.

Analisando a média das notas obtidas para cada queijo avaliado (Tabela 16) percebe-
se que houve diferencas significativas (p < 0,05) entre os queijos, sendo o queijo fabricado com
LINA com adicdo de CaCl2 0 que obteve a maior média, porém observa-se que todos 0s queijos
tiveram médias proximas a 4 indicando que provavelmente comprariam os queijos. O resultado
"Provavelmente compraria” em uma pesquisa de intencdo de compra indica que 0s
consumidores demonstraram tendéncia positiva em relacdo ao produto e sugere que o produto
teve boa aceitacdo sensorial, mas pode haver fatores que influenciam a decisao final de compra,
como por exemplo as suas preferéncias individuais (Dutcosky, 2019). Todos 0s queijos tiveram
indices de aceitacdo positivos na intengdo de compra (Tabela 16). Uma aceitagdo maior que
70% indica que o produto possui boa aprovacao sensorial e potencial para ser bem aceito no
mercado, ou seja, a formulagdo atende as expectativas sensoriais do publico (Stone et al., 2020).
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Grafico 9 - Intencdo de compra dos consumidores dos queijos produzidos com leite estavel (LE) com e sem CaCl,
e instavel ndo &cido (LINA) com e sem CaCly,
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Fonte: A autora.

Tabela 16 - Médias das notas da Inten¢do de compra dos consumidores dos queijos produzidos com leite estavel
(LE) com e sem CaCl; e instavel ndo acido (LINA) com e sem CaCl,.

LE com LE sem LINA com LINA sem P valor
Notas 357°+1,13 356 °+1,07 3,882 +1,09 3,56°+1,18 0,014
% Aceitacdo 71 71 77 71

Dados apresentados como média * desvio-padrdo. Médias seguidas por letras mindsculas diferentes, na mesma
linha, diferem entre si pelo teste de Tukey e Socoott- Knott (p< 0,05).
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6 CONCLUSOES

A composicdo do LINA se mostrou diferente do LE com teor de proteina e lactose
menor e maior teor de gordura, calcio total e idnico, porém dentro dos valores exigidos pela
legislacdo. Ja as caracteristicas fisico-quimicas foram semelhantes ao LE, tendo diferenca
somente na condutividade elétrica do leite causada pelo maior valor de calcio iénico.

Os queijos produzidos com LINA com adi¢do de CaCl, tiveram um maior rendimento
entre todos os queijos avaliados. Ja os queijos produzidos com LE que ndo foi adicionado CaCl;
teve menor rendimento, mas comparando com o queijo produzido com LINA sem adicéo de
CaCl. o rendimento do LINA foi maior, mostrando que o maior teor de calcio iénico presente
no LINA pode contribuir para que seja diminuida a quantidade ou até ndo utilizado CaCl;
quando o queijo for produzido com esse leite, sem prejudicar o rendimento.

Algumas caracteristicas fisico-quimicas dos queijos produzidos com LINA foram
diferentes como maior pH, acidez, teor de proteina e nitrogénio total, e menores teores de
umidade. As caracteristicas microbioldgicas ndo diferiram entre os queijos. As caracteristicas
microbioldgicas foram semelhantes em todos os queijos e dentro do padrdo exigido pela
legislacéo.

O LINA interferiu no perfil de textura dos queijos deixando-0s mais duros quando
produzidos com CaCl, e com menor dureza quando produzidos sem CaClz, mostrando que o
queijo produzido com LINA pode ser feito sem adi¢do de CaCl. Sendo assim o LINA pode ser
utilizado para produzir queijos duro tipo grana, e seu maior teor de célcio ibnico pode substituir
0 CaCl» da formulacéo.

A analise sensorial, mostrou que os queijos fabricados com LINA, embora tenham se
mostrado diferentes dos queijos fabricados com leite estavel, obtiveram uma boa impresséo

global, alem de boa aceitacédo e intencdo de compra pelos avaliadores.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
E QUESTIONARIO SENSORIAL

Avaliacao Sensorial de Queijo Duro

OI&! Estamos desenvolvendo uma pesquisa sobre Avaliagdo Sensorial de Queijo Duro e
gostariamos da sua colaboracéo para responder algumas perguntas.
Esta pesquisa fara parte de um projeto de Pés-graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

* Indica uma pergunta obrigatéria

E-mail: *

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) PARA

QUESTIONARIO

Caro entrevistado, vocé € convidado (a) a preencher este questionario que faz parte de um
projeto de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Estadual
de Ponta Grossa. Sob orientacdo da Renata Dinnies Salem Prof? Dr? Renata Dinnies Salem e

colaboracdo da Prof® Dr? Deise Simdes da Universidade Estadual de Ponta Grossa- UEPG

(deise.rsimoes@amail.com).

A partir da sua colaboragdo poderemos comprrender sobre o consumo e percepgao dos
consumidores sobre queijo duro e seus atributos.

Caso concorde participar da pesquisa:

Vocé é livre para, a qualquer momento, recusar-se a responder as questdes que lhe
causem constrangimento de qualquer natureza;
Vocé pode deixar de participar da pesquisa a qualquer momento e ndo precisa
apresentar ustificativas em caso de desisténcia.
Suas respostas serdo mantidas em sigilo. Caso vocé tenha ddvidas ou necessite de
maiores esclarecimentos, pode nos contatar nos enderegos abaixo ou procurar 0
Comité de Etica em Pesquisa da UEPG.
Sua participagdo € voluntaria, portanto, ndo receberd recompensa ou gratificagéo,
nem pagara para participar.
Seré garantido o livre acesso a todas as informagdes e retirada de davidas sobre o
estudo.
Obrigado por sua colaboracdo nessa pesquisa!
Qualquer davida entre em contato: (42) 99940-2849


mailto:deise.rsimoes@gmail.com
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2. Aceita participar da pesquisa? *

O Sim
O Nio
Responda atentamente as perguntas:
3. Qual asuaidade:*

Entre 18 e 24 anos
Entre 25 e 29 anos
Entre 30 e 39 anos
Entre 40 e 49 anos
Entre 50 e 59 anos

O OO0 OO0

60 anos ou mais

4. Género: *

O  Feminino
O Masculino

QO  Prefiro ndo dizer

5.  Grau de escolaridade: *

Ensino fundamental incompleto
Ensino fundamental completo
Ensino médio incompleto
Ensino médio completo
Ensino superior incompleto

Ensino superior completo

OO0 O OO OO0

Pds-graduacéo
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6. Regido de residéncia: *

O  Centro-Oeste

(O Sudeste
O sul
(O Nordeste

7. Qual arenda mensal familiar: *

O  Até1/2 salario minimo

O Entre 1/2 a1 salario minimo
O 122 salarios minimos

O 2a3salarios minimos

O 3a5salarios minimos

O  Entre 5 a 10 salarios minimos
O  Entre 10 a 20 salarios minimos

O Mais de 20 salarios minimos

Pesquisa sobre consumo:

8.  Qual sua frequéncia de consumo de queijo duro (tipo parmeséo): *

Diariamente
3 a5 vezes na semana
2 a 3 vezes na semana

2 a4 vezes no més

ONONONONGC

Esporadicamente

9. Locais de compra do queijo: *

Marque todas que se aplicam.
O Supermercados
(O Conveniéncias

(O Lojas especializadas



A seguir responda sobre as amostras e seus respectivos atributos:

Vocé recebera 4 amostras de queijo duro, por favor avalie simultaneamente.

ESCALA HEDONICA

Avalie as amostras a partir da Escala Hedonica de 9 pontos, considerando:

9= Gostei Extremamente

8= Gostei muito

7= Gostei moderadamente
6= Gostei ligeiramente

5= néo gostei nem desgostei
4= Desgostei ligeiramente

3= Desgostei moderadamente
2= Desgostei muito

1= Desgostei extremamente

10. Sobre a impressdo global das amostras: *

Marcar apenas uma resposta por linha.
9 8 7 6 5 4 3 2

145
204
256

301

11. Sobre o sabor das amostras: *

Marcar apenas uma resposta por linha.

9 8 7 & 5 4 3 2

145
204

256
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relacdo aos atributos solicitados.

12.

13.

ESCALA DO IDEAL:

111

Nessa escala vocé avaliara o produto com relacdo ao quanto ele é ideal para vocé com

Considere:
1= Abaixo do IDEAL

2= Pouco abaixo do IDEAL

3= IDEAL

4= Pouco acima do IDEAL

5= Acima do IDEAL

Avalie o quanto considera ideal a maciez de cada amostra: *

145

204

256

301

Avalie o quanto considera ideal a acidez das amostras: *

145

204

256

301

Marcar apenas uma resposta por linha.

1

Marcar apenas uma resposta por linha

1

2

2

3

3

4

4
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RATA (Rate-all-that-apply)

Marque SIM para os atributos que vocé considera que estdo presentes na
amostra: Pode ser quantos vocé quiser. Ao lado assinale a intensidade do atributo de acordo
com a escala crescente de 1 a 9 pontos, onde:

1= Extremamente fraco
2= Muito fraco

3= Moderadamente fraco
4= Ligeiramente fraco

5= Neutro/intermediério
6= Ligeiramente intenso
7=Moderadamente intenso
8= Muito intenso

9= Extremamente intenso

14. Na AMOSTRA 145 marque SIM nos atributos que se aplicam na amostra e ao lado
a intensidade percebida.

Marque todas que se aplicam.

Gosto amargo O

Dureza a

Gorduroso |

Sim Nio 9 8 7 6 5 4 3 2 1

cramaela (] [ O OO0 O O O O O O

Massa homogénea || O L] O O O O 0O O O L]
Odor Adocicade  [] [ ] O O O 0O O O 0O 0O

Odor Picante  [] O O | O O O O O 0O O

Odor de Manteiza [ ] O O O O O O O O 0 O
Sbradccads ) O O 0O 0O 0O 0O 0O 0O 0O 0O
meme. 0 O O O O O O O O O O
Sdboramanteigado [ [] [ (] [1 1 [ 1 [ 1 [
Sabor residual acido [ n O O a | O 04 O O O
Gosto deido O O O O O O O O O 0 O

Gosto doce O O O O O O O O O 0O O

O O O O O | O O 0O O

O O O O | O O O 0O O

O O 0 0 0 0o 0 go@g 0

O O O O O O O O 0O O

Textura granular [ ]
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15. Na AMOSTRA 204 marque SIM nos atributos que se aplicam na amostra e ao lado
a intensidade percebida.

Marque todas que se aplicam

Gosto amargo O

Dureza D

Gordurozso E]

Sim Nao 9 8 7 6 5 4 3 2 1

crameea 1 O O OlO0 O O O O O 0O

Massahomogénea L1 1 [ O O o o o o o O
Odor Adocicade  [] O | O O O O 0O O O 0O
odrPicante [ [0 0O O O O O O O O 0O

OdordeManteiza [] [ [ [ O O O O O O O
Sberfdocicafie 1 O 0O O O O O O O O O
S e, 0 O O O O O 0O O O O 0O
Saboramanteigade [ [] [ (] [ [ [ [ [ 1 [
Sabor residual dcido [] [ O O a4 O O 0d O O 0O
Gosodido [ @O O O O O O O O O 0O

Gosto doce O O O o o o o o oo O

O O o O o o o oo O

O 0 O 0O O O O 0o 0O

O 0 0 0 O 0O g go 0

O O O O O 0o 0o oo O

Textura granular [ |

16. NaAMOSTRA 256 marque SIM nos atributos que se aplicam na amostra e ao lado
a intensidade percebida.

Marque todas que se aplicam.
Sim  Nio

Gosto amargo O

Dureza O

Gorduroso O

Textura pranular [ |

9 8 7 6 5 - 3 2 1

coramareta [ O O O l0O0 O O O O O O
Massa homogénea | O O O O O O 0O O O 0O
Odradecicade (] [0 O O O O O O O O O
odorPieante [ [0 0O O O O O O O O O
OdordeManteica [] [ [ [ [0 O O 0O O O O
Sborfdociesie [ O O O O O O O O O 4
Mot . O O 0O 0O O O 0O O 0O O
Saboramanteigado [ (] 1 [1 (1 [ [ [ [ [ [
Sabor residual deido [] [ O O 04 O O 04 O o 0O
Gwodcido [ @O0 O O O 0O O O O 0O O
Gosto doce O O O O O o o o oo O
O O O O 0o o o oo O

O 0 O O O 0O 0O O o 0O

O 0 O 0O O 0O 0o O 0O o0

O O O O O O 0o oo O




17. Na AMOSTRA 301 marque SIM nos atributos que se aplicam na amostra e ao lado
a intensidade percebida.

Marque todas que se aplicam.

g

Nio 9 8 7 6 5 4 3 2 1

cramareta 1 O O OO O o o o o O
Massa homogénea || O O O 0O O 0O O O o O
odgoradocicads [ [0 [0 O O 0O O O O O O
OdrPicate [ [0 O @O O O 0O O O 0O 0O
OdordeManmteiza [] [ [J O 0O O O O O O O
SdborAdeciesdo ] O 0O 0O O O O O O O O
e 0 O O O O O O O O 0O O
Saboramanteigado [] [  [] [ [ [0 0O @O 0O 0O 0O
ssborresidualacido (] [ 0 O O O 0O 0O O O O
Gstoicido [ [0 @O0 @O O 0O O O O O O
Gsodoce [ [0 O @O O O O O O O 0O
Gsoamargo  [] [ [0 @O @O O O O O O 0O
Dureza O O O O 0 0 0o 0o oo O
Gerdwose [ [1 [ [0 [0 @O @O 0O @O @ O
Teswraganolr [ [0 [0 [ O O O 0O 0O 0O O

114
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INTENCAO DE COMPRA:

18. Vocé compraria 0 queijo da amostra 145?

O Decididamente eu compraria

O Provavelmente eu compraria

O Talvez sim/talvez nio

O Provavelmente eu ndo compraria
O Decididamente eu ndo compraria

19. Vocé compraria o queijo da amostra 204?

O Decididamente eu compraria

O Provavelmente eu compraria

O Talvez sim/talvez ndo

O Provavelmente eu no compraria
O Decididamente eu nio compraria

20. Vocé compraria 0 queijo da amostra 2567

O Decididamente eu compraria

O Provavelmente eu compraria

O Talvez sim/talvez no

O Provavelmente eu no compraria
O Decididamente eu nio compraria

21. Vocé compraria 0 queijo da amostra 301?

O Decididamente eu compraria

O Provavelmente eu compraria

O Talvez sim/talvez ndo

O Provavelmente eu ndo compraria
O Decididamente eu ndo compraria
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